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4. Einleitung I: Anatomie und Histologie des Hodens, Grundprinzipien der 
Spermatogenese 
 
4.1. Anatomie des Hodens 
Der Hoden ist sowohl endokrine Drüse als auch Keimdrüse, da hier Sexualhormone (Androgene und 
Estrogene) produziert werden und die Spermien heranreifen. Die Hoden liegen bei allen Säugetieren 
mit einzelnen Ausnahmen wie zum Beispiel bei Elefanten, Robben und Walen umgeben von den 
Hodenhüllen außerhalb des Körpers. Die Keimzellreifung ist stark temperaturabhängig. Innerhalb des 
Skrotums ist die Temperatur um 1-2°C niedriger als im Körper.  
 
4.1.1. Hodenhüllen  
Zu den Hodenhüllen gehören das Scrotum und der Proc. vaginalis. Das Scrotum wird durch Septum 
scroti und Raphe scroti in zwei mehr oder minder gleichgroße Höhlen unterteilt, in denen jeweils ein 
Scheidenfortsatz, Proc. vaginalis, liegt.  
Das Scrotum gehört zu den sekundären Geschlechtsorganen und entsteht unter dem Einfluss der 
fetalen Androgene beim Menschen etwa in der achten Woche nach der Befruchtung, indem sich die 
labioskrotalen Falten zum Skrotum schließen (Übersicht bei Wartenberg et al. 1993). Es besteht aus 
mehreren Schichten; ganz außen befindet sich die schwach behaarte, äußere Haut mit Schweiß- und 
Talgdrüsen, darunter eine modifizierte Unterhaut (Tunica dartos) und als innerste Schicht liegt eine 
Abspaltung der äußeren Rumpffaszie (Fascia spermatica externa) dem Proc. vaginalis direkt auf. Die 
Tunica dartos enthält viele glatte Muskelfasern, da die Haut zu Zwecken der Thermoregulation 
gerunzelt werden kann.  
An die Schichten des Skrotums schließen sich die beiden Schichten des Proc. vaginalis an. Der 
Scheidenhautfortsatz entsteht in etwa in der 13 Woche der Schwangerschaft als Ausbuchtung der 
inneren Rumpffaszie (hier: Fascia spermatica interna) und des parietalen Peritoneums (hier: paritales 
Blatt der Tunica vaginalis). Diese Ausstülpung bewegt sich durch den Leistenkanal (Canalis 
inguinalis), der von den Aponeurosen des inneren und äußeren schiefen Bauchmuskels (M. obliquus 
internus et externus abdominis) gebildet wird, in das Skrotum hinein. In den Proc. vaginalis senkt sich 
der vom viszeralen Blatt der Tunica vaginalis überzogene Hoden beim Hodenabstieg (s. 4.1.3.). Ein 
Gekröse, Mesorchium und Mesepididymidis, verbindet beide Schichten der Tunica vaginalis 
(Übersicht bei Gray et al. 1918; Singh 2014). Zwischen der Fascia spermatica externa et interna liegt 
der M. cremaster, eine Abspaltung des M. obliquus internus abdominis. Er wird als Heber des Proc. 




vaginalis bezeichnet, da er diesen mitsamt seines Inhalts in Richtung Bauchwand bewegen kann. 
Innerhalb des Proc. vaginalis liegen Hoden, Nebenhoden, Samenstrang mit Gefäßen, Nerven sowie 
der Samenleiter.   
Anders als beim Tier im Allgemeinen verschließt sich beim Menschen der flaschenhalsähnliche 
Anfangsteil des Proc. vagnialis um die Geburt herum, so dass beim Menschen keine offene 
Verbindung zwischen Bauchhöhle, Leistenkanal sowie Skrotum mehr besteht. Ein mangelnder 
Schluss des Proc. vaginalis ist die Hauptursache für Leistenbrüche mit Vorfall von Darmschlingen in 
das Scrotum bei Kindern und Jugendlichen. Außerdem kann ein mangelnder Verschluss zu 
Hydrozelen (Ansammlung von Bauchhöhlenflüssigkeit im Proc. vaginalis), Samenstranghydatiden 
sowie Leistenbrüchen im Erwachsenenleben führen (Übersicht bei Hutson et al. 1997). Im Gegensatz 
dazu bleibt bei den Tieren im Allgemeinen die offene Verbindung über den Leistenkanal 
physiologisch ein Leben lang bestehen, so dass der M. cremaster den Proc.vaginalis samt seines 
Inhalts anheben bzw. sogar in die Bauchhöhle hineinziehen kann. Dieses Phänomen kann vor allem 
bei Nagern und Kaninchen beobachtet werden.  
 
4.1.2. Bänder des Hodens 
Während der Entwicklung sind das kraniale und das kaudale Keimdrüsenband ausgebildet. Während 
sich das kraniale Keimdrüsenband zurückbildet, leitet das kaudale Keimdrüsenband den sich 
entwickelnden Hodens durch den Leistenkanal und bleibt mit dessen kaudalen Pol verbunden (s. 
4.1.3.). Beim Menschen bildet sich nach dem erfolgten Hodenabstieg der vordere Teil des kaudalen 
Keimdrüsenbandes (Gubernaculum testis) zurück, der hintere Anteil wird zu den Bändern des 
Skrotums, Ligamenta scroti, die den Hoden und Nebenhoden mit dem Grund des Proc. vaginalis 
verbinden. Dieses Band ist bei den meisten Männern sichtbar (Shafik 1977). Das kaudale 
Keimdrüsenband bzw. seine Überreste beim Mann sind normalerweise sehr kurz und fest (Übersicht 
bei Migaleddu et al. 2012). Verlängerte bzw. zu lockere Bänder in diesem Bereich können eine 
Prädisposition für eine Hodentorsion sein, ein urologischer Notfall, der vor allem bei Kindern und 
jungen Männern auftritt (Shimizu et al. 2016). Hodentorsionen führen zu einer Ischämie des 
betroffenen Hodens, was akut zu starken Schmerzen und subchronisch zu Spermatogenesestörungen 
und im schlimmsten Fall zum Verlust eines oder beider Hoden führen kann (erworbene Anorchie) 
(Übersicht bei Nieschlag et al. 2010). 
Bei unseren Haussäugetieren können zwei Anteile aus dem kaudalen Keimdrüsenband differenziert 
werden. Diese sind das Ligamentum testis proprium vom kaudalen Pol des Hodens zum 




Nebenhodenschwanz und das Ligamentum caudae epididymidis vom Nebenhodenschwanz zum 
Grund des Proc. vaginalis (siehe Übersicht bei Gasse 2004). 
 
4.1.3. Hodenabstieg (Descensus testis) 
Der Hodenabstieg ist für die Hodenfunktion essentiell, da die Spermatogenese nur bei einer 
Temperatur von 1-2 °C unter der Körpertemperatur korrekt ablaufen kann und zudem die 
Mutationsrate in der Keimbahn minimiert werden kann (Übersicht bei Mamoulakis et al. 2015). 
Fieberhafte Allgemeinerkrankungen und hochfieberhafte Virusinfektionen können zu einer 
vorübergehenden Schädigung der Keimzellentwicklung führen, die allerdings meist reversibel ist 
(Übersicht bei Sartorius and Handelsman 2010).  
Die embryonale Hodenanlage entsteht kaudal der Nieren und wandert durch das Längenwachstum 
des Körpers sowie geführt durch das Gubernaculum testis von dieser Position an der lateralen 
Bauchwand entlang zum inneren Leistenring (Anulus inguinalis profundus), der vom M. obliquus 
internus abdominis und dem Ligamentum inguinale gebildet wird. Durch den inneren Leistenring tritt 
der Hoden dann in den Leistenspalt (Canalis inguinalis) ein und durch den äußeren Leistenring 
(Anulus inguinalis superficialis) hindurch in den Proc. vaginalis (Übersicht bei Gasse 2004; Singh 
2014). Der Hodenabstieg umfasst zwei aufeinanderfolgende Phasen. Die erste Phase des Abstiegs ist 
androgen-unabhängig. Die Hoden gelangen durch die Verkürzung des kaudalen Keimdrüsenbandes 
vom Kaudalrand der Nieren vor den Inguinalspalt. In der zweiten Phase wächst dann das kaudale 
Keimdrüsenband durch den Inguinalkanal in das Skrotum hinein und zieht den Hoden mit sich. Dieser 
Vorgang ist androgen-abhängig und wird durch einen erhöhten intraabdominellen Druck noch 
begünstigt. Ein weiterer Faktor, der den Abstieg in das Skrotum beeinflusst, ist der Insulin-like Faktor 
3 (INSL3), der von den Leydigzellen produziert wird. Alle Faktoren führen dazu, dass bis ca. 12 
Wochen nach der Geburt bei 97% der Jungen die Hoden den Boden des Skrotums erreichen 
(Übersicht bei Weinbauer et al. 2010; Mamoulakis et al. 2015). Während bei Schwein und Pferd der 
Hodenabstieg um die Geburt herum stattfindet, ist er bei Rindern schon nach der Hälfte der 
Trächtigkeit abgeschlossen (Übersicht bei Amann und Veeramachaneni 2007). Bei Nagern und 
Kaninchen dagegen ist der Abstieg erst 3-14 Tage nach der Geburt vollendet.  
Störungen des Hodenabstiegs, z.B. durch eine insuffiziente Androgen- und/oder INSL3-Produktion 
der Leydigzellen sowie Rezeptordefekte, führen zu Krytporchismus (Übersicht bei Amann und 
Veeramachaneni 2007). Dieser wird in eine abdominelle und eine inguinale Form eingeteilt. Während 
bei einem abdominellen Kryptorchismus der Hoden vollständig in der Bauchhöhle verbleibt, ist er bei 
einem inguinalen Kryptorchismus vor den inneren Leistenring bzw. in den Canalis inguinalis 




eingetreten. Beim Menschen liegt die Prävalenz für einen ein- bzw. beidseitigen Kryptorchismus 
zwischen 0,5% (Erwachsene) und 2,2% (Kinder und Jugendliche). Auch in anderen Spezies liegt die 
Prävalenz für Kryptorchismus bei < 5% mit einer eventuellen Häufung beim Schwein. Die Frequenz 
des Kryptorchismus beim Schwein liegt bei 0,2 - 2,0% und die Ursache ist häufig ein erblicher Defekt 
der Gubernakulumfunktion. Neben einem mangelhaften Abstieg eines oder beider Hoden ist bei 
diesen Ebern in der Regel auch kein Proc. vaginalis ausgebildet (Übersicht bei Bickhardt et al. 2004). 
Meistens handelt es sich um einen unilateralen Kryptorchismus. Die Lage variiert allerdings zwischen 
den Spezies: während beim Menschen meistens ein inguinaler oder retraktiler Kryptorchismus 
vorliegt (Übersicht bei Nieschlag et al. 2010), findet man den/die Hoden beim Hengst meistens in der 
Bauchhöhle (Übersicht bei Amann und Veeramachaneni 2007). Beim Menschen handelt es sich in 
85% der Fälle um einen idiopathischen Kryptorchismus, in nur 15% der Fälle können Ursachen wie 
endokrine Störungen oder anatomische Anomalien benannt werden. Neben gentischen Faktoren 
wird auch die Exposition mit sog. endocrine disruptors, Umweltfaktoren mit androgener oder 
estrogener Wirkung (Übersicht bei Amann und Veeramachaneni 2007) als mögliche Ursache für den 
Kryptorchismus diskutiert. Alle Formen des Kryptorchismus prädisponieren für die Entstehung von 
Neoplasien, da die erhöhte Umgebungstemperatur Mutationen in den Keimzellen und somit deren 
Entartung begünstigen kann. Des Weiteren schädigt die erhöhte Temperatur die Entwicklung der 
Keimzellen, so dass es zu leichten bis schweren Störungen der Spermatogenese kommen kann. 
Menschen bzw. Tiere mit beidseitigem Kryptorchismus sind meist infertil, während bei einem 
einseitigen Kryptorchismus in dem abgestiegenen Hoden eine normale Spermatogenese möglich ist 
(Übersicht bei Nieschlag et al. 2010).  
 
4.2. Histologie des Hodens 
4.2.1. Tunica albuginea und Septulae testis 
Die Tunica albuginea ist eine derbe, aus straffem kollagenen Bindegewebe bestehende Organkapsel, 
die sowohl den Hoden als auch den Nebenhoden umgibt. Sie hält das Hodenparenchym unter stetem 
Druck, was beim Anschneiden der Tunica albuginea zu einem Herausquellen des Hodenparenchyms 
führt. Direkt unter der Tunica albuginea befindet sich die gefäßreiche Tunica vasculosa, die Gefäße in 
das Innere des Organs führt. Des Weiteren spalten sich von der Tunica albuginea bindegewebige 
Septen ab (Septula testis), die das Hodenparenchym in Läppchen (Lobuli testis) unterteilen und in der 
Mitte (Wiederkäuer, Schwein) bzw. dem Rand des Hodens (Mensch, Pferd) das bindegewebige 
Mediastinum testis bilden (Übersicht bei Gasse 2004; Singh 2011) (Abb. 1). 
 














Abb.  1  Hodenanatomie und -histologie 
A Schematische Darstellung des Hodens und des Nebenhodens: Ta Tunica albuginea, St Septula testes, Med 
Mediastinum mit Rete testis (hellblau), Lt Lobuli testes mit Tubuli seminiferi contorti (dunkelblau) und Tubuli 
seminiferi recti (mittelblau), Ductuli efferentes testis (gelb), Cap Caput epididymidis, Co Corpus epididymidis, Caud 
Cauda epididymidis, jeweils mit Ductus epididymidis (orange),  Ductus deferens (rot) 
B Der Ausschnitt zeigt Tubuli seminiferi contorti mit dem umgebendem interstitiellen Bindegewebe: PTC 
peritubuläre Myoidzellen, LC Leydigzellen, Gef Gefäße, SC Sertolizellen, Sg Spermatogonien, Sz Spermatozyten, rSd 
runde Spermatiden, elSd elongierte Spermatiden; primäre Vergrößerung x 40, Färbung: Hämatoxylin und Eosin 
 
4.2.2. Tubuli seminiferi contorti mit Keimepithel 
In den Lobuli testis liegen die gewundenen Samenkanälchen, Tubuli seminiferi contorti, in denen das 
Keimepithel liegt. Von außen sind sie von der sog. Tubuluswand (Lamina propria) umgeben. Diese 
besteht aus kollagenen Fasern und vier bis fünf Schichten von peritubulären Myoidzellen. An die 
nachfolgende Basalmembran schließt sich das Keimepithel an.  
Die peritubulären Myoidzellen sind modifizierte, kontraktile Fibrozyten, die die peristaltische 
Bewegung der Tubuli seminiferi contorti erzeugen und so den Spermientransport unterstützen 
(Übersicht bei Albrecht 2009). Des Weiteren sezernieren die peritubulären Myoidzellen 
Strukturproteine wie z.B. Kollagen unterschiedlicher Typen, Laminin und Fibronectin sowie Faktoren, 
die die Spermatogenese beeinflussen können. Eine Verdickung der Lamina propria kann häufig bei 
Störungen der Spermatogenese beobachtet werden (Sato et al. 2008). Bei einer testikulären Prä-
Kanzerose (germ cell neoplasia in situ, Berney et al. 2016) kann dagegen eine Auflösung der 
Tubuluswand beobachtet werden, die zu einer Ausbreitung der Tumorzellen im Interstitium führt 




(Donner et al. 2004). Dies steht im Gegensatz zu der bis dahin geltenden Hypothese, dass die 
entarteten Keimzellen aktiv aus dem Tubulus auswandern können. 
Das Keimepithel besteht aus somatischen Sertolizellen und aus den verschiedenen Keimzellstadien 










Abb.  2  Keimepithel 
Sertolizellen (SC) umfassen mit ihrem Zytoplasma verschiedene Keimzellstadien, z.B. A und B Spermatogonien (Sg), 
pachytäne Spermatozyten (Sz), runde Step 1 und elongierte Step 7 Spermatiden (rSd und elSd). Das Keimepithel baut auf 
der Basalmembran und der Lamina propria (Lp) auf, in die peritubuläre Myoidzellen (PTC) eingelagert sind. Primäre 
Vergrößerung x40, Färbung Hämatoxylin und Eosin. Rechts Schematische Darstellung des Spermatogenesestadiums (hier: 
Stadium I) 
 
Die Sertolizellen werden auch als „Ammenzellen“ bezeichnet, da sie mit ihrem weit auslaufenden 
Zytoplasma die verschiedenen Keimzellstadien umgeben und somit Ernährungs- und Stützfunktion 
haben (Sertoli 1865, Übersicht bei Griswold 1998) (Abb. 3A). Sie differenzieren sich aus dem 
Zölomepithel und sind die ersten Zellen in der fetalen Gonade. Sie initiieren die Bildung der 
Keimtubuli, ermöglichen die Besiedlung des fetalen Hodens durch die primordialen Keimzellen 
(Gonozyten) und führen zur Differenzierung fetaler Leydigzellen (Übersicht bei Sharpe et al. 2003; 
Cupp und Skinner 2005). Die Sertolizellreifung wird als essentieller Schritt zur Initiierung und 
Erhaltung der Spermatogenese gesehen. Diese Reifungsvorgänge sind sowohl morphologisch als 
auch molekularbiologisch definiert: Während unreife Sertolizellen einen runden, dunklen Zellkern 
haben (Abb. 3B, unteres Bild), zeigen reife Sertolizellen einen eher dreieckigen Zellkern mit 
deutlichen Kernkörperchen (Abb. 3B, oberes Bild), eine vergrößerte Zelloberfläche und ein erhöhtes 
Kernvolumen (Bruning et al. 1993).  
















Abb.  3  Sertolizellmorphologie  
A  Schematische Darstellung der Sertolizellmorphologie bei normaler Spermatogenese (modifiziert von Hess und 
França 2005). In den zytoplasmatischen „Taschen“ liegen die verschiedenen Keimzellstadien wie hier angedeutet.  
B Vergleich zwischen den reifen Sertolizellen eines Patienten mit sekundärem Keimzellverlust (Sertoli cell only 
Syndrom, oberes Bild) und den unreifen Sertolizellen eines juvenilen Patienten (Vorstellung wegen testikulärer 
Feminisierung, unteres Bild). Während die reifen Sertolizellkerne eher eckig sind und einen deutlichen Nukleolus 
aufweisen, sind die Zellkerne unreifer Sertolizellen rund bis oval und einheitlich dunkler gefärbt. Primäre 
Vergrößerung oberes Bild x 20, unteres Bild x 40; Färbung Hämatoxylin und Eosin.   
 
Einer der wichtigsten Reifungsprozesse der Sertolizellen ist die Bildung der Blut-Hoden-Schranke 
(BHS). Diese wurde erstmals 1970 bei der Ratte beschrieben (Dym and Fawcett 1970) und bildet sich, 
sobald die ersten pachytänen Spermatozyten (s. 4.3.1.) im Keimepithel detektiert werden können 
(Bergmann und Dierichs 1983). Beim Menschen wurde die BHS erstmals 1989 beschrieben 
(Bergmann et al. 1989). Die BHS besteht aus interzellulären Kontaktzonen (Zonulae occludentes oder 
Tight junctions), Aktinfilamenten und Spezialisierungen der Sertolizellmembran, die auch als 
ektoplasmatische Spezialisierungen bezeichnet werden (Abb. 4). Während sich Spermatogonien und 
präleptotäne Spermatozyten (s. 4.3.1.) noch im basalen Kompartiment des Keimepithels befinden, 
sind spätere Keimzellstadien mit ihren neu gebildeten Oberflächenmarker im adluminalen 
Kompartiment vor dem Immunsystem (Aufbau des testikulären Immunprivilegs) und anderen endo- 
und exogenen Stoffen geschützt. Nur Stoffe mit einem sehr geringen Molekulargewicht können noch 




frei zwischen den Sertolizellen hindurch zu den Keimzellen oberhalb der BHS diffundieren, alle 
anderen Stoffe müssen erst die Sertolizellen passieren. Durch die Bildung der BHS sind die 
Sertolizellen auch in der Lage, die intratubuläre Flüssigkeit zu sezernieren, was schlussendlich zur 
Bildung des Tubuluslumens führt, ein weiteres Reifezeichen im adulten Hoden. Im Bereich des Rete 
testis (s. 4.2.4.) ist die BHS nicht mehr durchgehend dicht. Aus diesem Grund nehmen die meisten 














Abb.  4  Schematische Darstellung der Blut-Hoden-Schranke 
Die tight junctions zwischen zwei benachbarten Sertolizellen unterteilen das Keimepithel in ein basales und ein adluminales 
Kompartiment. Während sich im basalen Kompartiment Spermatogonien (Sg) und präleptotäne Spermatozyten befinden, 
halten sich die weiteren Keimzellstadien ab den leptotänen Spermatozyten (lSz), d.h. runde und elongierte Spermatiden 
(rSd, elSd) im adluminalen Kompartiment des Keimepithels auf. Die tight junctions bestehen aus transmembranären 
Proteinen (z.B. Claudin beim Menschen, Claudin und Occludin bei Nagern), peripheren Proteinen (z.B. Zona occludens-
Proteine 1 und 2) und ektoplasmatischen Spezialisierungen. Aktinfilamente verbinden die tight junctions mit dem 
Zytoskelett der Sertolizelle und Zisternen des rauen endoplasmatischen Retikulums sind in der Nähe der tight junctions 
lokalisiert. Beide Sertolizellmembranen verschmelzen in diesem Bereich so eng miteinander, dass kein interzellulärer Spalt 
mehr sichtbar ist.  
 
Molekularbiologische Reifungsvorgänge umfassen die Umstellung des „fetalen“ auf das „adulte“ 
Expressionsprofil. Fetale Sertolizellen exprimieren als wichtigsten Marker das Anti-Müller-Hormon 
(AMH), das zu einer Regression der Müllerschen Gänge führt. Im Gegensatz dazu exprimieren reife 




Sertolizellen u.a. den Androgenrezeptor und Inhibin B (Übersicht bei Sharpe et al. 2003; Walker 
2009). Sertolizellen werden durch das hypophysäre Follikelstimulierende Hormon (FSH) stimuliert 
und vermitteln die Hormonwirkung auf die Keimzellen.  
Etwa 35-40% der Zellen im Keimepithel sind Sertolizellen, das sind in einem adulten Hoden mit 
normaler Spermatogenese ca. 800-1200 x 106 Sertolizellen. Eine Sertolizelle steht im engen Kontakt 
zu etwa zehn Keimzellen bzw. 1,5 Spermien (Zhengwei et al. 1998). Im Gegensatz dazu ist beim 
Makaken eine Sertolizelle mit ca. 22 Keimzellen und 2,7 Spermien assoziiert (Zhengwei et al. 1997). 
Die Effizienz der Spermatogenese und damit der Spermienproduktion ist eng mit der Zahl der 
Sertolizellen verknüpft. Von Sharpe et al. (2003) wurde deshalb postuliert, dass eine verringerte 
Spermatogeneseeffizienz mit einer abnehmenden Sertolizellzahl im Alter assoziiert sei. Die 
elongierten Spermatiden werden aktiv von den Sertolizellen in das Tubuluslumen entlassen. An 
diesem Vorgang, dem sog. sperm release, ist die Modifikation von apikalen ektoplasmatischen 
Spezialisierungen essentiell (Übersicht bei Berruti und Paiardi 2014). 
Lange Zeit galten reife Sertolizellen als postmitotische, endgültig differenzierte Zellen. Neuere 
Studien dagegen beschreiben durchaus die Fähigkeit zur Proliferation und DNA-Reparatur (Brehm et 
al. 2006; Ahmed et al. 2009; Tarulli et al. 2012). Brehm et al. (2006) beschrieben die 
Proliferationsaktivität von Sertolizellen bei Patienten mit sog. immaturen Sertolizellen. 
Bei Störungen der Spermatogenese (s. 3.4.) kommt es sowohl zu morphologischen als auch 
molekularbiologischen Veränderungen in der Sertolizelle bzw. ihrer Biologie. Deswegen können die 
Sertolizellen als Marker für Spermatogenesestörungen verwendet werden. Morphologische 
Veränderungen umfassen v.a. die Kernmorphologie. Während eine Sertolizelle bei normaler 
Spermatogenese ein mittleres Kernvolumen von 410 µm3 und eine mittlere Zelloberfläche von 430 
µm2 zeigt, sind beide Werte bei einer bunten Atrophie der Spermatogenese (Sigg 1979) (s. 4.4.) 
deutlich kleiner (Bruning et al. 1993). Bei primärem oder auch sekundärem Keimzellverlust kann eine 
Differenzierung der Sertolizellen entweder ausbleiben oder die Sertolizelle kann de-differenzieren. 
Beides wird durch die Expression fetaler Marker wie AMH oder Zytokeratin 18 deutlich, wie sie bei 
gestörter Sertolizellfunktion bzw. in Kontakt mit testikulärer Prä-Kanzerose (GCNIS) vorkommt 
(Bergmann und Kliesch 1994; Kliesch et al. 1998). 
 
4.2.3. Interstitium 
Im lockeren Bindegewebe des Hodeninterstitiums, dem Bereich zwischen den Tubuli seminiferi 
contorti, liegen Leydigzellen, Blut- und Lymphgefäße, Zellen des Immunsystems sowie einzelne 
Nervenfasern. Das Interstitium macht beim Menschen ähnlich wie bie Bulle und Schafbock etwa 12-




15% des Hodenvolumens aus. Im Gegensatz dazu findet man bei Eber und Hengst mit ca. 40% 
deutlich mehr interstitielles Gewebe (Übersicht bei Dyce et al. 2002; Weinbauer et al. 2010). Bei 
Nagern und beim Hund dagegen ist das interstitielle Bindegewebe eher spärlich und besteht aus 
kleineren Leydigzellgruppen, die sich um die Blutgefäße sammeln (Übersicht bei Setchell und Breed 
2006). 
Die Leydigzellen sind die häufigsten Zellen im Interstitium und liegen dort entweder einzeln oder 
auch in kleineren Gruppen vor. Sie wurden 1850 von Franz von Leydig beschrieben und sind in die 
testikuläre de novo Steroidhormonsynthese eingebunden. Man unterscheidet zwischen Stamm-, 
Vorläufer-, fetalen und adulten Leydigzellen nach morphologischen und funktionellen 
Gesichtspunkten (Übersicht bei Svechnikov et al. 2010). Der Ursprung der Leydigzellen ist immer 
noch nicht endgültig geklärt, denn fetale Leydigzellen lassen sich von verschiedenen embryonalen 
Geweben, u.a. dem Zölomepithel, dem Mesenchym der Genitalfalte und wandernden 
Mesonephroszellen, aber auch von Zellen der fetalen Nebenniere ableiten (Hatano et al. 1996, 
Übersicht bei Wen et al. 2016). Im humanen Fetus können die ersten fetalen Leydigzellen bereits in 
der 7. bis 8. Schwangerschaftswoche detektiert werden und stellen hier die einzige Quelle für 
Androgene dar. Diese sog. „Mini-Pubertät“ ist unabhängig von der Ausschüttung des luteinisierenden 
Hormons (LH) und ermöglicht die Virilisierung des Fetus (Übersicht bei Davidoff et al. 2009; 
Svechnikov et al. 2010). Fetale Leydigzellen produzieren allerdings kein Testosteron, sondern 
Androstenedion, da ihnen das Enzym 17β-Hydroxysteroiddehydrogenase (17β-HSD, s. 5.1.1.) fehlt. 
Im fetalen Hoden wird Testosteron durch die Sertolizellen gebildet, die das Enzym exprimieren. Erst 
in den adulten Leydigzellen wird hauptsächlich Testosteron produziert. Anders als bisher gedacht, 
bleibt ein nicht unbedeutender Anteil der fetalen Leydigezellen auch im adulten Hoden erhalten 
(Übersicht bei Wen et al. 2016).  
Adulte Leydigzellen zeichnen sich durch eine große Menge an glattem endoplasmatischen Retikulum, 
Lipidtröpfchen und Mitochondrien vom Tubulus-Typ aus. Neben Androgenen und Estrogenen 
produzieren Leydigzellen das Hormon Insulin-like Faktor 3 (INSL3), das bei der Verkürzung des 
kaudalen Keimdrüsenbandes und somit dem Hodenabstieg eine entscheidende Rolle spielt (s. 4.1.3.). 
Seine Expression wird als Reifungsmarker für die Leydigzellen und den Anfang der Pubertät gewertet 
(Ferlin et al. 2006).  
 
Andere Zelltypen im Interstitium sind Fibroblasten bzw. -zyten, die das lockere Bindegewebe des 
Interstitiums aufbauen und somit die freien Zellen, wie Makrophagen, Mastzellen und einzelne 
Lymphozyten im Interstitium halten. Die Fibroblastenaktivität kann durch verschiedene Faktoren, die 




u.a. auch von den Mastzellen sezerniert werden, beeinflusst werden. In Hodenbiopsien infertiler 
Männer wird häufig eine Fibrose bzw. eine Verdickung der Lamina propria deutlich, was für eine 
Überaktivierung der Fibroblasten spricht.  
Die im Hodeninterstitium vorhandenen Immunzellen bauen dort (zusammen mit der BHS der 
Sertolizellen, s. 4.2.2.) das sog. Immunprivileg auf. Die Urkeimzellen erreichen schon in der siebten 
Gestationswoche die Urkeimanlage und vermehren sich mitotisch bis zur 16 - 18 Gestationswoche. 
Die weitere Entwicklung der spermatogonialen Stammzellen erfolgt dann aber erst mit Erreichen der 
Pubertät (Goto et al. 1999). Dabei entstehen neue Oberflächenmarker und auch intrazelluläre 
Proteine. Da das Immunsystem zu diesem Zeitpunkt ausgereift ist, würden die Zellen nun als 
„körperfremd“ erkannt und angegriffen werden. Dieses Immunprivileg kann auch durch Allo- und 
Xenotransplantationen gezeigt werden, wenn z.B. Inselzellen des Pankreas in den Hoden von nicht-
immunsupprimierten Beagle-Hunden oder Affen transplantiert werden (Gores et al. 2003; Isaac et al. 
2005, Übersicht bei Fijak et al. 2011). Das immunsuppressive Milieu des Hodens wird durch 
verschiedene Zytokine, die von Makrophagen, Mastzellen, Monozyten, dendritischen Zellen und auch 
B- und T-Lymphozyten sezerniert werden, aufrecht erhalten. Diese Zytokine nehmen aber nicht nur 
Einfluss auf die Immunzellen, sondern auch auf die Leydig-, Keim- und Sertolizellen, Fibroblasten 
sowie peritubuläre Myoidzellen (Übersicht bei Schuppe and Meinhardt 2005; Albrecht 2009; 
Windschüttl et al. 2014).  
Im gesunden menschlichen Hoden kommen Makrophagen, Mast- und vereinzelte T-Zellen vor, 
während B- Zellen und dendritische Zellen nicht vorhanden sind. B-Zellen und dentritische Zellen 
können in Patienten mit GCNIS detektiert werden, sie entwickeln sich dort unter Einfluss eines pro-
inflammatorischen Zytokinmilieus (Klein et al. 2016). Entzündungen des Hodens (Orchitiden) werden 
in akute und chronische Entzündungen unterschieden. Isolierte Orchitiden sind relativ selten, 
meistens sind auch Prostata und Nebenhoden betroffen. Akute Hodenentzündungen sind ebenfalls 
selten und entstehen meist bei viralen Infektionskrankheiten, wie z.B. Mumps (Übersicht bei 
Nieschlag et al. 2010). Chronische Hodenentzündungen und Autoimmunerkrankungen dagegen sind 
häufiger, können aber lange unentdeckt bleiben und dann auch zu Störungen der Spermatogenese 
führen (Übersicht bei Schuppe und Meinhardt 2005; Schuppe et al. 2008).  
 
4.2.4. Rete testis und Ductuli efferentes testis, Transport im Nebenhoden 
Die Tubuli seminiferi contorti werden zum Mediastinum hin zu den geraden Tubuli seminiferi recti. In 
diesen findet dann keine Spermatogenese mehr statt und sie sind mit einem modifizierten 
Keimepithel ausgekleidet, das nur noch vereinzelte Sertolizellen enthält. In den Tubuli seminiferi recti 




werden die reifen Spermien zum Rete testis transportiert, welches in das Mediastinum eingebettet 
ist. Das Rete testis besteht aus einem einschichtigen, isoprismatischem Epithel ohne Keim- oder 
Sertolizellen (Übersicht bei Zhang 1999). Wie in 4.2.2. beschrieben, besteht hier auch keine 
vollständige Blut-Hoden-Schranke mehr, so dass im Bereich des Rete testis die meisten 
inflammatorischen Vorgänge ihren Anfang nehmen und deswegen hier auch immer antigen-
präsentierende Makrophagen vorliegen. Vom Rete testis werden die Spermien über die Ductuli 
efferentes testis in den Nebenhodenkopf verbracht. Die 10-12 Ductuli efferentes testis münden in 
den Ductus epididymidis, den Nebenhodengang, ein. Während die Ductuli efferentes testis mit einem 
mehrreihigen Epithel mit Kinozilien ausgestattet sind, ist der Ductus epididymidis von einem 
mehrreihigen Epithel mit Stereozilien ausgekleidet. Durch die Peristaltik der glatten Muskulatur um 
den Nebenhodengang herum sowie durch die passive Beweglichkeit der Stereozilien werden die 
Spermien im Nebenhoden transportiert. Eingeteilt wird der Nebenhodengang in einen Kopf-, Körper- 
und Schwanzbereich (Caput, corpus et cauda epididymidis). Während der Passage findet die weitere 
Reifung der Spermien statt, die dort auch ihre Bewegungsfähigkeit erlangen. Im 
Nebenhodenschwanz werden die ausgereiften Spermien gespeichert. Die stetig dicker werdende 
Lamina muscularis um den Nebenhodengang erreicht im Nebenhodenschwanz ihre maximale 
Ausprägung und geht dort fließend in die kräftige Lamina muscularis des Samenleiters (Ductus 




Die Spermatogenese besteht aus zwei getrennten Vorgängen: der Spermatozytogenese (Entwicklung 
von diploiden Spermatogonien zu haploiden runden Spermatiden) und der Spermiogenese (Reifung 
der runden Spermatiden zu elongierten Spermatiden, die dann aus dem Keimepithel abgegeben 
werden). Sobald die elongierten Spermatiden das Keimepithel verlassen haben, werden sie als 
Spermien oder Spermatozoen bezeichnet und reifen im Nebenhoden zu motilen Spermien heran.  
Die Urkeimzellen (primordial germ cells, PGCs) oder auch Gonozyten differenzieren sich schon sehr 
früh aus dem kaudalen Epiblast der Keimscheibe und werden während des ersten Monats nach der 
Befruchtung in die Dottersackwand ausgelagert (Tu et al. 2007, Übersicht bei Felici 2016). Etwa im 
Laufe der fünften Woche bildet sich durch die Vermehrung der Zölomepithelzellen und des lokalen 
Mesenchyms der Gonadenleiste die geschlechtlich noch undifferenzierte Gonadenanlage. In diese 
fetale Gonadenanlage wandern die PGCs nun über die Wand des Intestinaltraktes und das dorsale 
Mesenterium ein. Diese Wanderung wird durch drei Faktoren ermöglicht: die amöboide 
Eigenbewegung der PGCs, die Abfaltung des Embryos und chemotaktische Faktoren. Schon während 




der Wanderung finden mitotische Teilungen statt. Nach Erreichen der fetalen Keimdrüse wird das 
Zölomepithel mehrschichtig, verliert kurze Zeit darauf seine Basalmembran und umgibt zusammen 
mit Zellen des Mesonephros die PGCs mit sog. Gonadensträngen. Bis zur 6. Woche nach Befruchtung 
kann nicht zwischen männlicher und weiblicher Keimanlage unterschieden werden. In der 7. Woche 
beginnt dann die Differenzierung in die männliche Gonade durch die Expression des Y-Chromosom-
spezifischen Gens SRY (Sex determining region on Y chromosome), das als Transkriptionsfaktor für die 
Aktivierung weiterer hodenspezifischer Gene verantwortlich ist. Die Sertolizellen bilden daraufhin 
interzelluläre Verbindungen aus und umgeben die PGCs strangartig. Aus diesen Gonadensträngen 
bilden sich dann über die Hodenstränge die Tubuli seminiferi contorti et recti. Innerhalb dieser 
Hodenkanälchen teilen sich die PGCs nun mitotisch und besiedeln so den fetalen Hoden (Übersicht 
bei Wartenberg et al. 1993).  
Die PGCs, die sich zu diesem Entwicklungszeitpunkt noch im Zentrum der Tubuli befinden, 
differenzieren sich schon vor der Geburt zu Stamm-Spermatogonien, die auch als A-Spermatogonien 
bezeichnet werden und der Basalmembran aufsitzen. Hier unterscheidet man morphologisch weiter 
zwischen den sog. Adark- und Apale-Spermatogonien (Clermont 1963). Während die Adark ein dunkleres 
Chromatin mit einem hellen Halo aufweisen, zeigen die Apale-Spermatogonien einen deutlich helleren 
und homogeneren Zellkern. Beide Typ A-Spermatogonien stellen den Stammzellpool im Hoden dar. 
Die erste Vermehrungsphase der Spermatogonien wird vor der Geburt beendet und die 
Spermatogenese ruht bis zum Eintritt der Pubertät. Mit Eintritt in der Pubertät findet eine 
asymmetrische mitotische Teilung statt. Aus einer Apale-Spermatogonie wird dann eine Apale-
Spermatogonie, die als Stammzelle erhalten bleibt, und eine B-Spermatogonie, die dann in die 
Meiose eingeht (Übersicht bei Ehmcke und Schlatt 2006). B- Spermatogonien zeigen eine höhere 
Proliferationsaktivität als A-Spermatogonien (Steger et al. 1998). Während die A-Spermatogonien 
breitflächig der Basalmembran aufsitzen, lösen sich die B-Spermatogonien von der Basalmembran. 
Das Chromatin der B-Spermatogonien ist deutlich inhomogener als das der Apale-Spermatogonien. 
Schon in dieser frühen Phase der Spermatogenese sind die B-Spermatogonien durch 
Zytoplasmabrücken miteinander verbunden. Diese bleiben bis zu den elongierten Spermatiden beim 
Menschen (Übersicht bei Holstein und Roosen-Runge 1981) bzw. bis kurz vor den sperm release bei 
der Ratte bestehen (Weber und Russell 1987, Übersicht bei Greenbaum et al. 2011). Die Keimzellen 
entwickeln sich dadurch in Kohorten. Der erste Schritt in der Meiose I ist die Verdopplung des 
Chromatins. Aus der diploiden B-Spermatogonie mit einfachem Chromatid (2n 2C) entsteht durch 
Verdopplung des Chromatids die diploide Spermatozyte I. Ordnung (2n 4C), die sich nun vollständig 
von der Basalmembran gelöst hat und durch ihre charakteristische Chromatinstruktur in die 
verschiedenen Stadien der Prophase I eingeteilt werden kann (prä-leptotän, leptotän, zygotän, 
pachytän und die Diakinese). Während der Prophase I kommt es zu einer Rekombination der 




homologen Chromosomen und somit zu einem Austausch von Erbgut („crossing over“). Hierfür muss 
sich der sogenannte synaptonemale Komplex bilden, mit dem die beiden homologen Chromosomen 
zusammengehalten werden (Übersicht bei Fraune et al. 2012). Im weiteren Verlauf der Prophase I 
kann es dann zur Induktion von Doppelstrangbrüchen, einem Austausch von Genmaterial und 
nachfolgend zur Reparatur der Doppelstrangbrüche kommen. Aus diesem Grund ist die Prophase I 
mit ca. 24 Tagen sehr lang. In der ersten meiotischen Reife- oder auch Reduktionsteilung werden die 
homologen Chromosomen getrennt und es entstehen zwei haploide Spermatozyten II. Ordnung, die 
aber immer noch über zwei am Centromer verbundene Schwesterchromatiden verfügen (1n 2C). Die 
zweite meiotische Reife- oder Äquationsteilung findet bereits nach wenigen Stunden statt, so dass 
die Spermatozyten II. Ordnung nur für kurze Zeit im Keimepithel sichtbar sind. Es entstehen die 
runden Spermatiden, die nun über einen haploiden Chromosomensatz und ein einzelnes Chromatid 
verfügen (1n 1C). Man unterscheidet zwischen Andro- und Gynospermien, die entweder ein Y- oder 
ein X-Chromosom tragen (Übersicht bei Weinbauer et al. 2010). Es schließt sich nun die 
Spermiogenese an, in der die runden zu elongierten Spermatiden werden. Dieser Prozess dauert ca. 
24 Tage und die Spermatiden durchlaufen in dieser Zeit vier Phasen. In der Golgiphase bilden sich 
präakrosomale Granula, die vom Golgi-Apparat abgeschnürt werden. Die präakrosomalen Granula 
verschmelzen und bilden die spätere Akrosomenkappe. Diese umschließt in der Kappenphase den 
Zellkern. Gegenüber der Kappe dient eines der Zentriole als Verankerungspunkt für die 
Spermiengeißel, die sich von dort aus verlängert. Zeitgleich bildet sich die Spermienmanschette, eine 
temporäre Mikrotubulusstruktur, die den elongierenden Spermatiden die längliche Form vorgibt. 
Zudem beginnt die Kondensation des Zellkerns. Dafür müssen Histone, die in normalen Körperzellen 
die DNA locker zu Nukleosomen kondensieren, durch platzsparendere Transitionsproteine und 
danach Protamine ersetzt werden. Untersuchungen bei Mensch und Tier haben gezeigt, dass der 
Histon-Protaminaustausch essentiell für die korrekte Spermiogenese und damit für die Fertilität ist 
(Übersicht bei Steger 2009). Ca. 15% der Histone verbleiben in der DNA und werden nicht durch 
Protamine ersetzt. Diese können epigenetische Markierungen (Methylierungen und Acetylierungen) 
tragen, die für eine Aktivierung oder Inhibierung von Genen verantwortlich sind. Diese Markierungen 
sind bereits gut untersucht und lassen Rückschlüsse auf die Fertilität zu (Übersicht bei 
Schagdarsurengin und Steger 2016). In der Akrosom- und Reifephase werden die Umbauvorgänge an 
den Spermatiden abgeschlossen: Reste des Zytoplasmas und nicht benötigter Zellorganellen werden 
immer weiter abgeschnürt und schließlich von den Sertolizellen als residual bodies phagozytiert. 
Einzig die Mitochondrien bleiben übrig und ordnen sich um das Mittelstück der Geißel an. Die fertige 
Spermiengeißel kann nun in einen Halsbereich, der das Zentriol als „Gelenk“ enthält, Mittel-, Haupt- 
und Endstück eingeteilt werden.  
 




4.3.2. Stadien und Kinetik der Spermatogenese 
Um eine kontinuierliche Spermienproduktion zu ermöglichen, laufen mehrere Keimzellgenerationen 
gleichzeitig an. Diese parallel ablaufenden Entwicklungswellen führen zu klar definierten 
Keimzellassoziationen, die als Keimzellstadien bezeichnet werden. Bei Mensch und Tier werden 
unterschiedlich viele Keimzellstadien beschrieben, z.B. wurden von Clermont (1963, Übersicht bei 
Bergmann und Kliesch 2010) beim Menschen acht Stadien identifiziert, während Russell et al. (1990) 
bei der Ratte 14, bei der Maus 12 und beim Hund acht Stadien beschreiben. Während der sperm 
release beim Menschen im Stadium II stattfindet, findet er bei der Maus im Stadium VIII statt. Das 
Stadium des sperm release stellt zeitgleich auch den Beginn einer neuen meiotischen Reifeteilung 
dar, da hier die B-Spermatogonien zu prä-leptotänen Spermatozyten I. Ordnung werden und sich von 
der Basalmembran lösen. Das letzte Stadium der Spermatogenese (beim Mensch Stadium VI) ist 
immer durch das Auftreten der Spermatozyten II. Ordnung charakterisiert, d.h. es ist das Stadium 
nach der ersten meiotischen Reifeteilung. Die Spermatogenesestadien des Menschen können Abb. 5 
entnommen werden.  
Während bei den Haussäuge- und Labortieren in einem Tubulusquerschnitt nur ein Stadium 
vorkommt (single stage arrangement, Übersicht bei Russell et al. 1990), können beim Mensch immer 
mehrere Spermatogenesestadien in einem Schnitt identifiziert werden, so dass man hier von einem 
multi stage arrangement (Luetjens et al. 2005) spricht. Die Spermatogenese beim Menschen dauert 
ca. 64 Tage. Die längsten Phasen der Spermatogenese sind die Prophase I und die Spermiogenese 
nach Abschluss der zweiten Reifeteilung. Das kürzeste Stadium ist bei der humanen Spermatogenese 




























Abb.  5 Spermatogenesestadien beim Menschen (nach Bergmann und Kliesch 2010) 
A A-Spermatogonie, B B-Spermatogonie, pL prä-leptotäne, L leptotäne, Z zygotäne, P pachytäne Spermatozyte I. Ordnung, 
SII Spermatozyte II. Ordnung, step 1-6 verschiedene Spermatidenstadien, RB residual body 
 
 
4.4. Männliche Infertilität: Störungen der Spermatogenese  
In Deutschland sind ca. 15% der Paare ungewollt kinderlos. Nach Definition der World Health 
Organization (WHO) spricht man von Infertilität, wenn nach einem Jahr ungeschützten regelmäßigen 
Geschlechtsverkehrs keine Schwangerschaft eintritt. In ungefähr 50% dieser Fälle sind die Ursachen 
auf der Seite des Mannes (male factor infertility) zu suchen. Nach Vorgaben der WHO wird neben der 
allgemeinen und speziellen klinischen Untersuchung, Ultraschall- und Blutuntersuchungen eine 
Ejakulatuntersuchung durchgeführt. Die Beurteilung des Ejakulats erfolgt nach genauen Kriterien wie 
u.a. Anzahl der Spemien (Zahl/ml), progressiver Vorwärtsbeweglichkeit der Spermien (in %) und 
Anzahl an morphologisch abnormalen Spermien (in %). Bei einer verminderten Anzahl der 
Spermienzahl spricht man von einer Oligozoospermie, die zu Subfertilität verschiedenen Ausmaßes 
führt. Im Gegensatz dazu wird das vollständige Fehlen von Spermien als Azoospermie bezeichnet. Bei 
Vorliegen einer Azoospermie muss zwischen einer obstruktiven und nicht-obstruktiven Azoospermie 
unterschieden werden. Bei der obstruktiven Azoospermie (OA) liegt ein Verschluss der 




samenleitenden Wege vor, z.B. eine erbliche Aplasie der Samenleiter, die meist beidseits vorkommt 
(congential bilateral aplasia of vasa deferens, CBAVD) oder auch ein iatrogener Verschluss der 
Samenwege durch eine Vasektomie. Bei der nicht-obstruktiven Azoospermie (NOA) dagegen ist eine 
mehr oder weniger schwerwiegende Störung der Spermatogenese zu erwarten. Die weitere 
Diagnostik erfolgt mittels einer Hodenbiopsie, für die es von der European Assoziation of Urology 
(EAU) klare Indikationen gibt (Übersicht bei Bergmann und Kliesch 2010). Diese sind:  
1) Abklärung des Spermatogenesestatus vor einer Refertilisierung durch Vasovasostomie bzw. 
als therapeutische Biopsie zur Spermiengewinnung mittels testikulärer Spermienextraktion 
(TESE) für die assistierte Reproduktion bei CBAVD 
2) Vorliegen einer NOA unklarer Genese 
3) Vorliegen einer NOA auf Grund von Klinefelter Syndrom bzw. AZFc Deletion 
4) Verdacht auf testikuläre Tumorerkrankungen bzw. Krebsvorstufen  
 
Nach Vorgaben der EAU werden die Hodenbiopsien für eine gute Morphologie in Bouinscher Lösung 
fixiert und in Paraffin eingebettet. Für die Bewertung der Spermatogenese werden 5µm dicke 
Schnitte angefertigt und nach Standardprotokollen mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt. Die 
Bewertung erfolgt dann nach einem semi-quantitativen Scoring-System. Beschrieben wurde bereits 
1970 der Score Count von Johnsen (Johnsen 1970). Bei diesem System wird jeden Tubulusquerschnitt 
ein Zahlenwert zugewiesen. Dieser richtet sich nach dem letzten Keimzelltyp im Keimepithel. Der 
Johnsen-Score wurde v.a. für Biopsien von oligozoospermen Patienten entwickelt. Dies ist allerdings 
nach EAU-Vorgaben keine Indikation für Hodenbiopsien mehr. 1998 wurde deswegen von Bergmann 
und Kliesch (Übersicht bei Bergmann und Kliesch 2010) ein Score count-System entworfen, der die 
Anzahl von Tubuli mit elongierten Spermatiden in Prozent wiedergibt. So kann dann die 
Wahrscheinlichkeit, bei einer TESE Spermien finden zu können, vorhergesagt werden. 
Bei normaler Spermatogenese (Abb. 6A) sind in allen Tubuli elongierte Spermatiden zu finden, der 
Score count liegt demnach bei 100% bzw. 10. Zudem können bei normaler Spermatogenese (NSP) die 
verschiedenen Spermatogenesestadien klar zugeordnet werden. Bei einer Hypospermatogenese 
(Abb. 6B) handelt es sich um eine quantitativ reduzierte, aber qualitativ erhaltene Spermatogenese. 
Eine klare Zuordnung der Stadien ist zwar meist nicht mehr möglich, dennoch kann man in einer 
größeren Anzahl der Tubuli oder sogar in allen Tubuli elongierte Spermatiden finden. Der Score count 
liegt zwischen 1 und 10. Diese beiden Diagnosen kommen meistens bei Männern mit einer 
obstruktiven Azoospermie vor, wo die Spermatogenese in größten Teilen erhalten ist. Eine der 
häufigsten Ursachen der NOA sind Spermatogenesearreste (maturation arrest, MA). Diese können 
auf unterschiedlichen Keimzellstufen stattfinden, z.B. auf Ebene der Spermatiden (SDA) (Abb. 6C), 




(primären) Spermatozyten (SZA) (Abb. 6D) oder auch Spermatogonien (SGA) (Abb. 6E). Bei einer 
totalen Keimzellaplasie, dem sog. Sertoli cell only-Syndrom (SCO) (Abb. 6F), sind alle Keimzellen aus 


















Abb.  6 Normale humane Spermatogenese und verschiedene Spermatogenesedefekte 
Darstellung von normaler Spermatogenese (Stadium II/III, A) und verschiedenen Spermatogenesestörungen beim 
Menschen; B Hypospermatogenese, C Spermatidenarrest (SDA), D Spermatozytenarrest (SZA), E Spermatogonienarrest 
(SGA), F Sertoli cell only Syndrom (SCO), G unreife Sertolizellen und H Tubulusschatten. Primäre Vergrößerung x40 (A-F, H) 
bzw. x20 (G); Färbung Hämatoxylin und Eosin. 
 
Bei einem SCO muss man zwischen einem totalen und einem fokalen SCO unterscheiden. Meistens 
erscheinen die Sertolizellen bei einem SCO morphologisch normal und zeichnen sich durch einen 




mehr oder weniger dreieckigen Zellkern mit gut sichtbaren Kernkörperchen aus, ein Tubuluslumen ist 
vorhanden. Daraus ergibt sich, dass die Blut-Hodenschranke bei einem SCO erhalten ist. In einem 
solchen Fall ist von einem sekundären Keimzellverlust (z.B. durch Fieber, Bestrahlung o.ä.) 
auszugehen. Bei sog. immaturen Sertolizellen (ISZ) (Abb. 6G) dagegen erscheinen die Sertolizellen 
unreif, der Zellkern ist homogen dunkler und rund, die betroffenen Tubuli erscheinen kompakt und 
zeigen keine Lumenbildung. In einem solchen Fall geht man von einem primären Keimzellverlust aus. 
Bei sog. Tubulusschatten (TubS) (Abb. 6H), der schwersten Form der gestörten Spermatogenese, sind 
keinerlei Zellen mehr im Tubulus vorhanden. Die Tubuluswand ist zudem verdickt.  
Alle diese Spermatogenesestörungen führen zu einer vollständigen Azoospermie, der Score count bei 
diesen Biopsien ist immer 0, da es keine elongierten Spermatiden mehr gibt. Eine Sonderform der 
gestörten Spermatogenese ist die sog. „bunte Atrophie“. Hierbei ist das Bild der Hodenbiopsie nicht 
einheitlich, neben Tubuli mit erhaltener Spermatogenese (HYP) kommen verschiedene Abstufungen 
an Spermatogenesestörungen, z.B. ein fokales SCO, Reifungsarreste und/oder Tubulusschatten vor.  
 
Die Ursache von Spermatogenesestörungen ist größtenteils unbekannt (idiopathische Infertilität). Es 
gibt einige bekannte genetische und nicht-genetische Ursachen für eine Schädigung der 
Spermatogenese, die hier nur kurz behandelt werden sollen.  
 
1. Klinefelter Syndrom 
Eine der häufigsten genetischen Ursachen für die Schädigung der Spermatogenese ist das Klinefelter 
Syndrom. Durch eine fehlerhafte Trennung der homologen Chromosomen bzw. der 
Schwesterchromatiden des X-Chromosoms während der Spermatogenese bzw. Oogenese kommt es 
zu einem überzähligen X-Chromosom, so dass der Genotyp bei Klinefelter Syndrom 47,XXY ist. Mit 
einer Prävalenz von 1:500 ist es die häufigste numerische Chromosomenaberration, die beim 
präpubertären Jungen zu Lern- und Sprachschwierigkeiten, zu einem verzögerten Eintritt in die 
Pubertät und nach der Pubertät zu einem Hypogonadismus (mangelnde Androgenisierung, 
Spermatogenesedefekte und Infertilität) führt (Übersicht bei Nieschlag et al. 2010). In Hodenbiopsien 
können meistens ein totales oder fokales SCO, ISZ und TS zusammen mit einer mehr oder weniger 
schwerwiegenden Hyperplasie der interstitiellen Leydigzellen detektiert werden. Gerade bei jungen 
Patienten gibt es auch immer wieder Bereiche von bunter Atrophie, in denen die Spermatogenese 
erhalten ist (Übersicht bei Aksglaede und Juul 2013).  
 




2. Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom 
Auf dem langen Arm des Y-Chromosoms (Yq) finden sich drei Bereiche, die für sogenannte 
„Azoospermiefaktoren“ (AZF) codieren. Von diesen AZF sind drei spezielle Bereiche bekannt, die mit 
a-c bezeichnet werden. Die Deletion eines oder mehrerer AZFs führt zu einer mehr oder weniger 
schwerwiegend gestörten Spermatogenese. Es ist bekannt, dass nur bei einer AZFc-, sowie einer 
AZFab-Deletion einzelne Bereiche mit erhaltener Spermatogenese zu erwarten sind. Alle anderen 
Formen dieser Deletion(en) führen zu einer Azoospermie mit Reifungsarresten, SCO und TS 
(Übersicht bei Krausz und Casamonti 2017).  
 
3. Störungen der Meiose 
Die Meiose als Reduktions- und Reifeteilung spielt für die Entwicklung der haploiden Keimzellen eine 
essentielle Rolle (s. 4.3.1). Als erster Schritt muss sich der synaptonemale Komplex bilden, der 
leiterartig die homologen Chromosomen zusammenhält und eine Rekombination erst ermöglicht 
(Übersicht bei Fraune et al. 2012). Störungen in seiner Formation können zu einem Abbruch der 
Spermatogenese führen, was sich dann als Spermatozytenarrest darstellt. Untersuchungen bei 
Mäusen haben gezeigt, dass der totale Verlust eines am synaptonemalen Komplex beteiligten Gens 
(Untersuchung von knock out Mausmodellen) zu einer veränderten Rekombination und damit zu 
einer Störung der Spermatogenese führt (Pittman et al. 1998; Liebe et al. 2004; Judis et al. 2004; de 
Vries et al. 2005; Costa und Cooke 2007; Sanderson et al. 2008; Fraune et al. 2012). Die 
Untersuchungen beim Menschen sind im Gegensatz dazu eher widersprüchlich. Manche 
Arbeitsgruppen konnten den Zusammenhang zu einer vorliegenden Azoospermie herstellen, andere 
nicht (Miyamoto et al. 2003; Gonsalves et al. 2004; Sun et al. 2004; Sciurano et al. 2006). Eine 
Untersuchung von Biopsien mit einem totalen Spermatozytenarrest in Hinblick auf mehrere an der 
Rekombination beteiligten Gene wurde in Zusammenarbeit mit einer Master-Studentin des 
EUCOMOR-Programmes unter meiner Leitung durchgeführt und zeigt, dass drei Gene im besonderen 
Maße bei der Entstehung des Spermatozytenarrests des Menschen beteiligt zu sein scheinen (Fietz et 
al., in Vorbereitung).  
  
Nicht-genetische Ursachen für Spermatogenesestörungen sind sehr vielfältig und können manchmal 
auch nicht eindeutig für die Entstehung von Spermatogenesedefekten verantwortlich gemacht 
werden (z.B. die Beteiligung von Ernährung und Umweltgiften an der Infertilität des Mannes). 
Gesichert ist der Zusammenhang zwischen hoch fieberhaften Erkrankungen, wie z.B. viralen Infekten 
(Mumps), an der Entstehung einer totalen, wenn auch häufig reversiblen Keimzellaplasie. Generell 




haben Infektionen des Hodens einen Einfluss auf die Spermatogenesequalität. Zu unterscheiden sind 
hierbei akute und chronische Infektionen. Während akute Infektionen meistens durch Fieber einen 
direkten Einfluss auf die Keimzellen nehmen, stehen auch chronische Infektionen einen nicht zu 
vernachlässigenden Faktor für die Entstehung von Spermatogenesedefekten dar. Diese treten häufig 
als Zufallsbefund bei der Untersuchung von Hodenbiopsien mit einer bunten Atrophie der 
Spermatogenese auf und zeichnen sich durch mehr oder weniger starke Immunzellinfiltrate aus. 
Auch eine nicht-infektiös bedingt erhöhte Körpertemperatur im Bereich des Hodens, z.B. durch einen 
fehlenden oder mangelhaften Hodenabstieg (Kryptorchismus) kann zu einer Schädigung der 
Spermatogenese bis hin zu einer malignen Entartung der Keimzellen führen. 




5. Einleitung II: Steroidhormone, Rezeptoren und Transportwege 
5.1. Steroidhormone 
Steroidhormone regulieren viele physiologische Prozesse, sowohl während der Entwicklung als auch 
im erwachsenen Wirbeltier. Steroidhormone steuern hier sowohl Reproduktion, Wachstum und 
beeinflussen den Energie- und Wasserhaushalt. Besonders wurde die Bedeutung der Steroidhormone 
als Geschlechtshormone auf die Regulation des Reproduktionsverhaltens untersucht (Thornton 2001; 
Lowartz et al. 2003). Alle Steroidhormone werden aus einer gemeinsamen Vorstufe, dem 
Cholesterin, während der Steroidogenese synthetisiert. Alle Steroidhormone zeichnen sich deswegen 
durch eine gemeinsame Struktur, das Sterangerüst, aus. Zu den Steroidhormonen gehören neben 
den Androgen, Estrogenen und Gestagenen auch Mineralokortikoide und Glukokortikoide (Übersicht 
bei Miller und Auchus 2011). Im Verlauf der Steroidogenese entstehen die sog. freien Steroide, die 
durch ihre hohe Fettlöslichkeit frei in die Zelle diffundieren und dort ihre Wirkung entfalten können. 
Im Gegensatz dazu können Steroide auch in einer gebundenen bzw. konjugierten Form vorkommen, 
in der sie an verschiedene Moleküle, wie z.B. an einen Sulfatrest gebunden sind. Diese Form der 
Steroidhormone ist wasser- und nicht mehr fettlöslich. Demnach können diese konjugierten 
Steroidhormone nicht mehr frei in die bzw. aus der Zelle diffundieren und benötigen spezifische 
Transportmechanismen (Döring et al. 2012).  
 
5.1.1. Produktion von freien Steroidhormonen  
Cholesterin ist die schwer lösliche Vorstufe aller Steroidhormone, die entweder aus den 
Nahrungsfetten aufgenommen oder de novo in Leber und Darm synthetisiert werden kann. An low 
density lipoproteins (LDL) gebunden, wird Cholesterol in die Zielzellen aufgenommen. Die ersten 
Schritte der Steroidhormonsynthese finden in den Mitochondrien statt. Da die 
hormonproduzierenden Zellen nur wenig bis gar keine Steroidhormone speichern können, muss die 
Steroidogenese auf Signal der übergeordneten endokrinen Drüsen Hypothalamus und Hypophyse 
sehr schnell anlaufen. Das Protein StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein) vermittelt diesen 
schnellen Transport des Cholesterins von der äußeren in die innere Mitochondrienmembran 
(Übersicht bei Stocco 2001). Die in die Steroidogenese eingebundenen Enzyme sind entweder 
Cytochrom P450 (CYP)-Enzyme oder Hydroxysteroiddehydrogenasen (HSD). Bei den CYPs 
unterscheidet man den Typ 1, der in den Mitochondrien zu finden ist, und den Typ 2, der in den 
Mikrosomen vorkommt. Während die von CYPs vermittelten Reaktionen irreversibel sind, können 
Produkte der HSDs wieder zu dem Vorgängermolekül zurück katalysiert werden (Übersicht bei Miller 
und Auchus 2011). 




Der erste Schritt der Steroidhormonsynthese ist die Konversion von Cholesterin zu Pregnenolon 
durch das Enzym CYP11A1 bzw. P450scc (Cytochrom P450 side-chain-cleavage wegen der Abspaltung 
der Seitenkette des Cholesterins) mit einer 20,22-Lyaseaktivität. Diese erste Reaktion bestimmt die 
Geschwindigkeit und Effizienz der weiteren Syntheseschritte und ist ihrerseits durch cAMP hormonell 
reguliert. Bei den weiteren Schritten in der Steroidhormonsynthese muss zwischen zwei 
Synthesewegen unterschieden werden, dem Δ5- und dem Δ4-Weg. Beim Menschen entstehen 
Androgene und Estrogene vorwiegend über den Δ5-Weg, bei der Maus dagegen über den Δ4-Weg. 
Die 17α-Hydroxylierung von Pregnenolon zu 17α-Hydroxypregnenolon (17α-OH-Preg) wird von der 
CYP17A1 bzw. P450c17 vermittelt, das dann im weiteren Verlauf der Steroidbiosynthese aus 17α-OH-
Preg Dehydroepiandrosteron (DHEA) synthetisiert. Alle diese „Zwischenprodukte“ (Pregnenolon, 
17α-OH-Preg und DHEA) können von dem Enzym 3β-Hydroxysteroiddehydrogenase (3β-HSD) in die 
Hormone bzw. Hormonvorstufen des Δ4-Weges (Progesteron, 17α-OH-Progesteron und 
Androstenedion) konvertiert werden. Weitere HSDs vermitteln nun die Synthese von Androstenediol 
aus DHEA (17β-HSD1) bzw. Testosteron aus Androstenedion (17β-HSD3). Androstenediol kann durch 
das bekannte Enzym 3β-HSD ebenfalls in Testosteron umgewandelt werden. Testosteron wiederum 
kann durch das Enzym 5α-Reduktase in das aktivere Dihydrotestosteron (DHT) konvertiert werden. 
Die Estrogene Estron und Estradiol entstehen durch einen Aromatisierungsschritt aus Testosteron, 
der durch das Enzym Aromatase (CYP19A1 oder P450aro) vermittelt wird (Abb. 7). Die 
Syntheseschritte, die durch Cytochrome vermittelt werden, benötigen Ko-Faktoren zur Bereitstellung 
von Elektronen. Dies sind u.a. Cytochrome b5, Ferredoxin, Ferredoxinreduktase und POR (P450 
Oxyreduktase). Die Reaktionen mit den HSDs werden dagegen von NADH/NAD+ und NADPH/NADP+ 
als Ko-Faktoren ermöglicht (Übersicht bei Miller und Auchus 2011).  
Die Ausstattung mit Enzymen und Ko-Faktoren bestimmt, welche Steroide gebildet werden. Aus 
diesen Expressionsmustern ergeben sich dann verschiedene Synthesewege in den unterschiedlichen 
steroidogenen Zelltypen, wie z.B. in der Nebenniere und den Gonaden. Ähnlich wie in der Zona 
reticularis der Nebennierenrinde exprimieren die Leydigzellen P450c17 und Cytochrom b5, so dass 
aus Cholesterin und Pregnenolon große Mengen DHEA produziert werden. Da die Leydigzellen 3β-
HSD2 und 17β-HSD3 exprimieren, aber keine SULT2A1, wird in diesen Zellen das produzierte DHEA 
nicht zu DHEAS sulfatiert, sondern gleich über Androstenedion und Androstenediol zu Testosteron 
synthetisiert. Die Menge an Androstenedion ist allerdings geringer, da der Δ5-Weg beim Menschen 
überwiegt (Übersicht bei Miller und Auchus 2011). Die Steuerung der Steroidogenese in den 
Leydigzellen erfolgt über die Ausschüttung von LH aus der Hypophyse, die wiederum durch die 
pulsatile Ausschüttung von Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) aus dem Hypothalamus 
beeinflusst wird. Die Produktion von Testosteron auf die LH-Stimulation hin führt zu einem negativen 




Feedbackmechanismus und somit einer verminderten Ausschüttung von LH aus der Hypophyse 


















Abb.  7 Schematische Darstellung der Steroidogenese 
A Strukturformeln von Cholesterol und den wichtigsten Steroidhormonen Progesteron, Testoteron und Estradiol 
B Übersicht über die Hauptschritte der Steroidhormonbiosynthese, modifiziert nach Miller und Auchus (2011). 
Während beim Menschen die Steroidhormonsynthese auf dem sog. Δ5-Syntheseweg (blauer Kasten) bevorzugt 
wird, läuft die Synthese bei der Maus v.a. über den Δ4-Syntheseweg (grüner Kasten). Die Konversion von 
Testosteron in das potentere DHT über das Enzym 5α-Reduktase findet in den peripheren Androgenzielzellen 
statt. Die Aromatisierung des Testosterons bzw. Androstenedions in Estradiol bzw. Estron findet einmal zentral im 
Hoden statt, aber auch in peripheren Geweben, wie z.B. dem Fettgewebe.  
P450ssc Cytochrom P450  side chain cleavage (alter Name: CYP11A1), P450c17 Cytochrom P450 c17 (alter Name: 
CYP17A1), 3β-HSD 3β-Hydroxysteroiddehydrogenase, 17β-HSD 17β-Hydroxysteroiddehydrogenase; P450aro 
Cytochrom P450  aromatase (alter Name: Aromatase, CYP19A1).  
 




5.1.2. Produktion von konjugierten Steroidhormonen 
Steroidhormone können auf verschiedene Art weiter modifiziert werden. Alle Vorgänge erhöhen die 
Wasserlöslichkeit der Steroide und erleichtern die Exkretion über Galle und Urin. Zwei Mechanismen, 
die hier beschrieben werden sollen, sind die Glucuronidierung und die Sulfatierung.  
Die Glucuronidierung wird durch das Enzym Uridindiphosphoglucuronisyltransferase (UGT) 
katalysiert. Wie durch Hum et al. (1999) gezeigt, können zwei UGT-Familien, UGT1 und UGT2, 
unterschieden werden. Sie werden in vielen verschiedenen Organen exprimiert. Neben Gallensäuren, 
Bilirubin etc. können die UGT1 und UGT2B verschiedene Steroide modifizieren. Der Hauptort der 
Glucuronidierung ist die Leber, auch wenn diese Modifikation verschiedener endogener und 
exogener Stoffe auch in anderen Organen, wie z.B. der Prostata, dem Brustgewebe und 
verschiedenen Tumorzellkulturen (z.B. MCF-7 und LNCaP), nachgewiesen werden kann. Durch diese 
Konjugierung wird ein Gleichgewicht von aktiven und inaktiven Steroiden in den Zielgeweben bzw. -
zellen dieser Hormone erreicht. Die Hauptmetaboliten, die glucuronidiert im Blut detektiert werden 
können, sind Androgene, z.B. 5α-reduzierte C19 Steroide, die dort einen Pool für die Herstellung von 
aktiven Androgenen darstellen. Bereits 1997 wurde deswegen postuliert, dass die Konzentration 
freier Steroide im Blut nicht als alleinigen Indikator für die Steroidhormonaktivität zu bestimmen sei, 
sondern auch die glucuronidierten Androgene und Estrogene mit zu berücksichtigen seien (Labrie et 
al. 1997). Während UGT1 vor allem Estrogene modifiziert, wird die UGT2B als androgenspezifisches 
Enzym bezeichnet (Hum et al. 1999). Die Enzyme UGT1 und UGT2B werden extrahepatisch u.a. in 
Hoden, Ovar, Prostata und der Brust exprimiert und können dort zur lokalen Regulation der 
Steroidhormonwirkung beitragen.  
Da die sulfatierten Steroidhormone Gegenstand der meisten Publikationen dieser Habilitationsschrift 
sind, soll hier genauer auf die Bildung und Funktion der sulfonierten Steroide eingegangen werden. 
Wie von Strott beschrieben (Übersicht bei Strott 2002), werden die Steroidhormone über die 
Aktivität der Sulfotransferasen (SULTs) an einen Sulfitrest (SO3–) gebunden. Eigentlich müsste man 
das Ergebnis dieser Reaktion als „sulfoniertes Steroid“ bezeichnen, allerdings hat sich die 
Bezeichnung „sulfatierte Steroide“ in den Sprachgebrauch eingebürgert und soll deswegen hier auch 
im Weiteren verwendet werden. Die Sulfonierung ist essentiell für physiologisches Wachstum, 
Aufbau von Geweben und Organen und den Erhalt der Homöostase. Sulfonierte Proteoglykane zum 
Beispiel sind Ausgangsmoleküle für das interstitielle Bindegewebe aller Organe. Neben den 
Strukturproteinen der Bestandteile der extrazellulären Matrix können auch Cholesterol, 
Gallensäuren, Vitamin D und Steroidhormone sulfoniert werden. Man unterscheidet zwischen fünf 
SULT-Familien. Die ersten beiden Familien SULT1 und SULT2 sind die häufigsten, die auch Estrogene 
(SULT1E1) und Androgene (SULT2A1) sulfonieren können. Das Hauptsubstrat der SULT2A1 ist DHEA, 




welches zu DHEAS sulfoniert wird. Es ist das häufigste Steroidsulfat im Kreislauf und wird vor allem in 
der Nebennierenrinde, aber auch zu einem kleineren Anteil im Hoden synthetisiert. Durch einen 
Abfall der DHEAS-Konzentration mit dem Alter wurde DHEAS zunehmend als „Jungbrunnen“ 
bezeichnet. Weitere Substrate der SULT sind aber auch Pregnenolon, Estron, Estradiol und 
Testosteron (Übersicht bei Strott 2002).  
Die Ausscheidung der sulfatierten Steroide über den Urin wurde bereits in den 1920er Jahren 
untersucht (Übersicht bei Bradlow 1970). Ähnlich wie bei der Glucuronidierung führt auch die 
Sulfonierung zu einer deutlich gesteigerten Hydrophilie der Steroide. Sehr lange galten die 
sulfatierten Steroide als Exkretionsprodukte ohne eigene biologische Wirkung, da sie nicht durch die 
Zellmembran in die Zielzellen hinein- bzw. aus den Ursprungszellen hinausdiffundieren können 
(Hähnel et al. 1973; Strott 1996; Kuiper et al. 1997; Hum et al. 1999). Diese Theorie wurde bereits 
sehr früh in Frage gestellt, da schon in den 1970er Jahren Versuche zur Synthese von Steroidsulfaten 
im menschlichen Hoden durchgeführt wurden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass im Hoden des 
Menschen große Mengen von sulfatierten Steroiden wie Pregnenolonsulfat (PREGS), 
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) und Testosteronsulfat (TS) produziert (Laatikainen et al. 1971; 
Ruokonen et al. 1972; Mouhadjer et al. 1989) und auch als Vorstufen für die Testosteronsynthese 
genutzt werden können (Payne et al. 1971; Payne et al. 1973; Payne und Jaffe 1975). Ermöglicht wird 
diese Reaktivierung der sulfatierten Steroide durch die Aktivität der Steroidsulfatase (STS), die den 
Sulfitrest abspaltet und die Steroide wieder in ihre freie, biologisch aktive Form überführt. Nach den 
Veröffentlichungen von Payne et al. und Ruokonen et al. zur in vitro Metabolisierung von DHEAS und 
PREGS zu Testosteron (Payne et al. 1971; Ruokonen 1978) wurde die STS als regulatorisches Enzym 
für die testikuläre Testosteronproduktion beschrieben (Payne und Jaffe 1970; Gosden et al. 1986; 
Orava et al. 1985). Die Expression der STS wurde beim Menschen in Sertoli- und Keimzellen 
beschrieben, bei der Ratte im gesamten Hoden mit besonderer Häufung in den Leydigzellen und 
beim Eber nur in den Leydigzellen (Payne et al. 1973; Bedin et al. 1988; Mouhadjer et al. 1989; 
Mutembei et al. 2009). Beim Menschen gibt es einen beschriebenen rezessiven Defekt im STS-Gen 
auf dem X-Chromosom, die sog. recessive X-linked ichthyosis (RXLI). Bei dieser STS-Defizienz lagern 
sich große Mengen Cholesterolsulfat (CS) in die Haut ein. Dies führt zu einer Bildung von Rissen und 
Narben in der Haut. Lange wurde bei einer STS-Defizienz eine Häufung von Kryptorchismus und 
Hodentumoren beschrieben (Traupe und Happle 1983; Lykkesfeldt et al. 1985; 1991), die sich 
allerdings nicht nach neueren Erkenntnissen nicht bestätigt haben (Elias et al. 2014).  
Die Ko-Expression von SULTs und STS im Hoden impliziert das Vorhandensein eines sog. „sulfatase 
pathway“ (Abb. 8). Dieser umschreibt eine Re-Aktivierung von sulfatierten Steroiden durch die STS zu 
ihrer aktiven, freien Form sowie auch die Möglichkeit der De-Aktivierung durch die SULTs. Das 




Vorkommen beider Enzyme in einem Gewebe und so die Existenz des „sulfatase pathway“ wurde in 
verschiedenen Organen beschrieben wie z.B. Plazenta, Brust, Ovar, Gehirn und auch dem Hoden 
(Makawiti et al. 1983; Daels et al. 1995; Hoffmann et al. 1996; Purinton und Wood 2000; Janowski et 
al. 2002; Schuler et al. 2008; Mutembei et al. 2009). Dieser „Recyclingprozess“ kann eine wichtige 
Quelle für die lokale Estrogen- und Androgenversorgung von Hormon-rezeptiven Zellen im Hoden 
sein, spielt aber auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von hormonabhängigen 
Tumorerkrankungen wie Brust- oder Prostatakrebs (Labrie et al. 2001; Selcer et al. 2002; Pasqualini 
und Chetrite 2005). Die STS wurde bereits vor zehn Jahren als vielversprechendes therapeutisches 
Target angesehen (Stanway et al. 2007), da etwa 90% Brustkrebszellen STS exprimieren (Übersicht 
bei McNamara et al. 2015). Es können verschiedene Klassen von STS-Inhibitoren beschrieben 
werden. Dies sind zum Beispiel modifizierte Steroide, die an die STS binden und sie blockieren, 
reversible und irreversible Inhibitoren. Als besonders vielversprechend wird Coumate beschrieben, 
das in der ersten klinsichen Phase gute Ergebnisse bei der Inhibierung der STS bei postmenopausalen 











Abb.  8  Schematische Darstellung des „sulfatase pathway“ 
Nach der Aufnahme der sulfatierten Steroide (rotes Dreieck mit „S“) in die Zelle mittels Uptake Carriern kann der Sulfatrest 
durch die Steroidsulfatase (STS, oranger Stern) abgespalten werden. Die freien Steroide (rotes Dreieck“ können in der Zelle 
wirken oder die Zelle per Diffusion verlassen. Freie Steroide können aber auch innerhalb der Zelle durch die 
Sulfotransferasen (SULT, lila Stern) sulfoniert werden und durch Effluxtransporter aus der Zelle heraustransportiert werden. 
 
 




5.2. Klassische und nicht-klassische Steroidhormonrezeptoren  
5.2.1. Klassische (nukleäre) Steroidhormonrezeptoren 
Klassische Steroidhormonrezeptoren für Androgene, Estrogene und auch Progesteron sind generell 
zytoplasmatisch lokalisierte nukleäre Transkriptionsfaktoren, für den Androgenrezeptor (AR) wurde 
allerdings auch eine nukleäre „Warteposition“ beschrieben wurde (Übersicht bei Gelmann 2002). 
Der AR liegt an heat shock Proteine gebunden vor. Nach einer Ligandenbindung kommt es zu einer 
Konformationsänderung, die zu einer Abspaltung der heat shock Proteine und einer Dimerisierung 
der AR-Liganden-Komplexe führt. Die Translokation dieser Rezeptor-Liganden-Komplexe in den 
Zellkern wird durch die hinge-Region beeinflusst. Jenster et al. (1993) konnten zeigen, dass es 
Bereiche im AR-Protein gibt, die dem nukleären Lokalisationssignal Nukleoplasmin ähneln und so das 
Signal zur Kerntranslokation gegeben wird. Im Zellkern binden die Steroidhormonrezeptoren an 
hormone responsive elements (HREs) und fungieren dort als Transkriptionsfaktor. Beeinflusst durch 
Ko-Faktoren, die ihrerseits hemmend oder aktivierend sein können, wird so die Genexpression eines 
hormonabhängigen Gens gehemmt oder aktiviert (für den Androgenrezeptor Übersicht bei Bennett 
et al. 2010). Diese genomische Aktivität der klassischen Steroidhormonrezeptoren dauert mehrere 
Stunden bis Tage (Übersicht bei Walker 2009). 
Der Androgenrezeptor (AR) ist ein klassischer Steroidhormonrezeptor, dessen Gen auf dem langen 
Arm des X-Chromosoms liegt (Übersicht bei Gelmann 2002; Claessens et al. 2005). Der AR wird in 
fast allen Organen bis auf die Milz exprimiert (Gelmann 2002). Im Hoden wird der Rezeptor in fast 
allen Zellpopulationen beschrieben, er wurde in Leydig- und Sertolizellen, peritubulären Myoidzellen 
sowie glatten Muskel- und Endothelzellen nachgewiesen (Bergh und Damber 1992; Fietz et al. 2011 
(Publikation #2)). In Keimzellen wurde der AR nur von wenigen Arbeitsgruppen gezeigt, wie zum 
Beispiel von Kimura et al. (1993) in Spermatogonien und Spermatozyten (Übersicht bei Walker 
2009). In Sertolizellen spielt der AR eine essentielle Rolle, wie durch die Generierung einer 
Knockout-Maus bei Wang et al. (2006) gezeigt werden konnte. Ein Fehlen des AR in Sertolizellen 
führt zu einem verminderten Hoden- und Nebenhodengewicht, einem geringeren 
Tubulusdurchmesser, einem Arrest der Spermatogenese auf Stufe der primären Spermatozyten und 
verringerte Testosteronwerte im Serum. Direkte Effekte auf die Sertolizellen sind eine Dislokation 
des Zellkerns im Keimepithel, eine vermehrte Expression des Zytoskelettproteins Vimentin und eine 
fehlende Ausbildung der BHS. Der AR ist demnach von essentieller Bedeutung für die 
Sertolizellbiologie und die Spermatogenese. Der AR besteht aus acht Exonen, die für eine 
Transaktivierungsdomäne, eine DNA-bindende Domäne, eine hinge-Region sowie eine Liganden-
bindende Domäne kodieren (Übersicht bei Gelmann 2002). An den AR können sowohl Testosteron 
als auch DHT binden; letzteres bindet mit einer höheren Effizienz. Es gibt beim AR auch zwei 




Transaktivierungsfunktionen (TAFs, auch activation functions, AFs), die maßgeblich an der 
Rezeptorfunktion beteiligt sind. Während bei den anderen Steroidhormonrezeptoren v.a. die AF-2 in 
der Liganden-bindenden Domäne hauptsächlich für die Transaktivierungsfunktion verantwortlich ist, 
spielt sie beim AR eine der AF-1 untergeordnete Rolle, die aber genau wie die AF-2 Liganden-
abhängig ist (Brinkmann et al. 1999, Übersicht bei Sadar 2011). Der AR beinhaltet weiterhin die AF-5, 
die ebenfalls in der Transaktivierungsdomäne liegt. Diese ist allerdings Liganden-unabhängig, kann 
also auch bei einer trunkierten AR-Version ohne Liganden-Bindungsdomäne eine Transaktivierung 
vermitteln (Übersicht bei Gelmann 2002). Die AF-1 liegt in der Transaktivierungsdomäne des AR und 
ist Ziel von Ko-Faktoren wie dem aktivierenden p160 (Irvine et al. 2000; Lee und Chang 2003). Diese 
Domäne beinhaltet zudem ein polymorphes CAG-Repeat, das mit seiner physiologischen Länge von 
9-36 Repeats und einer mittleren physiologischen Repeatlänge von 21+2 (Quigley et al. 1995; La 
Spada et al. 1991). Verlängerungen dieses CAG-Repeats, wie z.B. bei einer spino-bulbären 
Muskelatrohie (Tanaka et al. 1999) beeinflussen die Transaktivierungsfunktion des AR negativ, was 
zu einer verschlechterten Transaktivierung der AR-Zielgene führt (Tut et al. 1997). Das Ergebnis ist 
das Androgeninsensitivitätssyndrom (AIS) mit unterschiedlichen Ausprägungen (partial AIS mit 
milder Sub- bis Infertilität bis hin zum complete AIS mit einer testikulären Feminisierung) (Rajender 
et al. 2007). Es wurde lange angenommen, dass neben der pathologischen Verlängerung des CAG-
Repeats auf über 40 Repeats auch geringgradig verlängerte oder verkürzte Repeats im 
physiologischen Rahmen Einfluss auf die AR-Transaktivierungsfunktion und somit die Physiologie des 
Keimepithels und der Spermatogenese nehmen können (Nenonen et al. 2010). In verschiedenen 
Studien in wurde das CAG-Repeat im Blut von fertilen und infertilen Patienten bestimmt (Dowsing et 
al. 1999; Dadze et al. 2000; Mifsud et al. 2001; Eckardstein et al. 2001; Rajpert-De Meyts et al. 2002; 
Casella et al. 2003). Die Ergebnisse der Studien variierten stark. Mifsud et al. konnten zum Beispiel 
ein siebenfach erhöhtes Risiko für das Auftreten einer Azoospermie bei einer CAG-Repeatzahl von 
26 und mehr feststellen (Mifsud et al. 2001). In einer Meta-Analyse von Davis-Dao et al. (2007) 
wurden 33 Studien zusammengefasst und ein schwach positiver Zusammenhang zwischen 
verlängerten CAG-Repeatlängen und Infertilität festgestellt werden. Huhtaniemi et al. (2009) stellten 
die Theorie auf, dass nicht die verminderte Transaktivierungsfunktion des AR bei einem verlängerten 
CAG-Repeat für eine Infertilität verantwortlich gemacht werden könnte, sondern die mit den 
verminderen Androgenspiegeln einhergehenden erhöhten Estrogenspiegel. In unseren eigenen 
Untersuchungen wurde die CAG-Repeatlänge im physiologischen Bereich bei verschiedenen 
Patienten mit normaler und gestörter Spermatogenese untersucht. Dabei konnte kein kausaler 
Zusammenhang zwischen der Repeatlänge und dem Spermatogenesestatus hergestellt und auch 
keine verminderte AR-Genexpression ermittelt werden. Auffällig war allerdings ein Mosaik in der 




CAG-Repeatlänge, das zwischen der DNA und mRNA, Blut und Hoden sowie zwischen dem rechten 
und linken Hoden detektiert werden konnte (Fietz et al. 2011, Publikation #2). 
Der Grundaufbau des Estrogenrezeptors (ER, ESR) ist identisch zum AR. Es gibt allerdings zwei 
verschiedene Subtypen von ERs. Der sog. „klassische“ ERα (ESR1) wurde bereits in den 1960ern 
entdeckt und in den 1980er Jahren weiter untersucht (Walter et al. 1985, Übersicht bei Prossnitz 
und Barton 2011). Sein Gen (ERS1) liegt auf Chromosom 6 (Gosden et al. 1986) und ist deutlich 
länger als das Gen des erst später entdeckten „nicht-klassischen“ ERβ (ESR2, Gen: ESR2) (Mosselman 
et al. 1996). Dessen Gen (ESR2) liegt auf Chromosom 14 (Enmark et al. 1997). Beide ER-Subtypen 
sind in den DNA-Bindungsdomänen und der Liganden-Bindungsdomäne zu 95% bzw. 58% homolog 
(Marino et al. 2006). Für beide ESRs sind Isoformen bekannt (Übersicht bei Gibson und Saunders 
2012) und beide binden Estradiol, Estriol und Estron mit hoher Affinität (Paech et al. 1997). Neben 
den weiblichen Geschlechtsorganen werden die ESRs auch im männlichen Genitaltrakt exprimiert. 
Anders als der AR sind die ESRs v.a. in den verschiedenen Keimzellpopulationen (Spermatogonien, 
Spermatozyten und Spermatiden) und auch den somatischen Zellen (Sertoli- und Leydigzellen) des 
Hodens zu finden; die Berichte zur zellulären Expression wird aber auf Grund sehr vieler 
verschiedener Antikörper sehr kontrovers diskutiert. Während einzelne Gruppen den ERα gar nicht 
im Hoden nachweisen konnten (Saunders et al. 2001; Mäkinen et al. 2001), detektierten die meisten 
Gruppen das Protein zumindest in einer Zellpopulation wie z.B. den Leydigzellen (Pelletier und El-
Alfy 2000), Spermatozyten und elongierenden Spermatiden (Pentikäinen et al. 2000), Keim- und 
Leydigzellen (Han et al. 2009) oder nur in somatischen Zellen (Filipiak et al. 2013). Cavaco et al. 
(2009) konnten den ERα überall nachweisen. Der ERβ wurde ebenfalls in verschiedenen somatischen 
Zellen und Keimzellen beim Nager und Mensch detektiert (Saunders et al. 2001; Mäkinen et al. 
2001, Übersicht bei Carreau und Hess 2010). In unserer eigenen Arbeit wurde der ERα in 
Spermatogonien, primären Spermatozyten und runden Spermatiden detektiert, aber nicht in 
Sertolizellen und nur vereinzelnt in interstitiellen Zellen. Der ERβ dagegen konnte zusätzlich zu der 
Expression in den bereits genannten Keimzellen auch in den Sertolizellen detektiert werden, aber 
nicht in Leydigzellen (Fietz et al. 2014, Publikation #3). Estrogene werden im Hoden (v.a. bei Hengst 
und Eber, aber auch beim Menschen) de novo in Leydig-, Sertoli- (allerdings nur fetal) und auch 
Keimzellen synthetisiert (Nitta et al. 1993, Übersicht bei Carreau et al. 2011). Auch über den 
„sulfatase pathway“ können aus sulfatierten Steroidhormonen freie Estrogene synthetisiert werden 
(Schuler et al. 2014). Zudem haben beim Schwein freie und sulfatierte Steroide eine Bedeutung als 
Pheromone (Übersicht bei Liberles 2014). Lange war unklar, welche Rolle Estrogene und ihre 
Rezeptoren bei der Aufrechterhaltung der Spermatogenese spielen, da für diese Aufgabe immer nur 
die Androgene verantwortlich gemacht wurden. Es ist bekannt, dass Estrogene die Proliferation von 




Spermatogonien beeinflussen (Pentikäinen et al. 2000; Wagner et al. 2006; Lekhkota et al. 2006). 
Erst durch die Untersuchung von Knockout-Mäusen für Erα (ERαKO) (Lubahn et al. 1993) und ERβ 
(ERβKO) wurde die Bedeutung für die männliche Fertilität deutlich. ERαKO Mäuse sind steril, da die 
aus dem Nebenhoden entnommenen Spermien immotil sind. Dies ist allerdings nicht auf eine 
Störung der Spermatogenese zurück zu führen, sondern auf mangelhafte Ansäuerung des 
Nebenhodenganges und Flüssigkeitsresorption. Demnach sind Estrogene und ihre Rezeptoren eher 
bei der Formung eines microenvironments in Hoden und Nebenhoden als an der Spermatogenese 
selbst beteiligt. Auch ERβKO-Mäuse sind steril, allerdings ist hier nicht klar, warum: Sowohl Hoden 
als auch Nebenhoden sind histologisch normal und die Spermien sind beweglich (Couse und Korach 
1999). Berichte über Estrogenrezeptor-Defizienzen beim Menschen sind selten. Im Gegensatz zu den 
Versuchen bei der Maus scheint aber auch die Spermatogenese gestört zu sein, da diese Defizienzen 
mit einer Verschlechterung der Ejakulatparameter einhergehen (Smith et al. 1994).  
Neben den genomischen Effekten der klassischen Steroidhormonrezeptoren können diese auch 
schnelle, nicht-genomische Effekte vermitteln (Übersicht bei Levin und Hammes 2016). Die im 
Zytoplasma lokalisierten Kernrezeptoren sammeln sich zu diesem Zweck in der Nähe oder sogar in 
der Zellmembran und können dort Liganden binden. Entgegen der Aktivität als 
Transkriptionsfaktoren, verlagern diese Komplexe sich nicht in den Kern und aktivieren die 
Genexpression. Sie aktivieren dagegen eine intrazytoplasmatische Signalkaskade, die z.B. mit einer 
Erhöhung des intrazellulären cAMPs oder auch einem Ca2+-Anstieg einhergeht (Spaziani und Szego 
1959; Szego und Davis 1967). Neben Ansammlungen von Estrogen-, Androgen- und 
Progesteronrezeptormolekülen in der Zellmembran können die Steroidhormonrezeptoren auch im 
endoplasmatischen Retikulum oder den Mitochondrien vorkommen. Vor allem in Krebszellen, wie 
Brust- und Prostatakrebs, kann diese Art der Steroidhormonwirkung die Pathogenese der 
Erkrankungen beeinflussen (Übersicht bei Hammes und Levin 2007; Levin und Hammes 2016). 
 
5.2.2. Nicht-klassische (membran-ständige) Steroidhormonrezeptoren 
Neben den klassischen Steroidrezeptoren und ihrer Lokalisation in der Zellmembran gibt es auch 
membran-ständige Steroidhormonrezeptoren, die allerdings nicht zur Superfamilie der nukleären 
Transkriptionsfaktoren gehören und deswegen als „nicht-klassisch“ bezeichnet werden. Diese häufig 
G-Protein gekoppelten Rezeptoren (G protein coupled receptors, GPCRs) vermitteln eine schnelle 
nicht-genomische Wirkung, wie z.B. einen Ca2+-Einstrom, der von Lyng et al. (2000) bereits für 
Androgene und Estrogene beschrieben werden konnte. Beispiele für diese nicht-genomischen 
Steroidwirkungen sind die estrogen-vermittelte Vasodilatation, die Progesteron-induzierte 




Akrosomenreaktion und die Hypermotorik der Spermien, die durch die Bindung von Progesteron an 
den CatSper-Kanal vermittelt wird (Übersicht bei Wang et al. 2014). Auch in Sertolizellen sind nicht-
genomischen Signalwege bekannt (Übersicht bei Walker 2010). Wie von Wang et al. (2014) 
beschrieben, scheinen die GPCRs als gemeinsames Motiv die Cholesterolgrundstruktur zu erkennen. 
Die G-Proteine können entweder eine aktivierende oder auch eine inhibierende intrazelluläre 
Signalkaskade anstoßen, z.B. die Aktivierung der Adenylatzyklase-Proteinkinase A (PKA) oder der 
Phospholipase C-Proteinkinase C (Übersicht bei Wang et al. 2014). Das erklärt die verschiedenen 
nicht-genomischen Effekte, die von Steroidhormonen hervorgerufen werden können. So können zum 
Beispiel Progestine und Androgene die Oozytenreifung unterstützen, da beide an denselben GPCR 
binden. Nicht nur freie Steroidhormone können an GPCRs binden und einen nicht-genomischen 
Signalweg direkt initiieren, sondern auch konjugierte Steroide wie DHEAS (Shihan et al. 2014; 
Papadopoulos et al. 2016).  
Der G-Protein gekoppelte Estrogenrezeptor GPER (auch GPR30) (Rago et al. 2014, Übersicht bei 
Prossnitz und Barton 2011) wurde intensiv untersucht. Zahlreiche Studien konnten nachweisen, dass 
GPER an ein stimulierendes G-Protein (GS) gebunden ist und v.a. die Adenylatzyklase und den 
Epidermal Growth Factor (EGF) aktiviert (Filardo et al. 2008). Eine Aktivierung des GPER durch 
Ligandenbindung wird mit einer Proliferation von Krebszellen der Reproduktionsorgane in 
Verbindung gebracht (Übersicht bei Wang et al. 2014). Doch auch im gesunden Gewebe, z.B. dem 
Hoden, wurde GPER bereits in verschiedenen Zellpopulationen wie den Leydig- und den Sertolizellen 
lokalisiert (Übersichten bei Carreau et al. 2011; 2012; Fietz et al. 2014, Publikation #3). Eine 
Lokalisation in den Keimzellen dagegen ist umstritten. Franco et al. (2011) fanden zwar beim Mensch 
eine Expression in Keimzellen bei normaler Spermatogenese und auch in Seminomen, andere 
Gruppen dagegen nicht. Vor allem bei Tieren mit einer starken Sekretion sulfatierter Estrogene im 
Hoden, wie Eber und Hengst (Claus und Hoffmann 1980; Hoffmann und Landeck 1999) könnte der 
GPER eine Rolle für das „Fine-Tuning“ der Estrogenwirkung im Hoden sein. 
In humanen Brustkrebs- und Prostatakarzinomzellen wurde ein membranständiger 
Androgenrezeptor, ZIP9, nachgewiesen. Er gehört zu der Zink-Transporterfamilie und kann sowohl in 
der Zell- und Kernmembran sowie im endoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien 
exprimiert werden. In AR-freien Krebszellen ist ZIP9 für Testosteron-induzierte Apoptose 
verantwortlich (Thomas et al. 2014). Wie auch GPER ist ZIP9 an ein GS -Protein gebunden und eine 
Aktivierung führt zu einem cAMP-Anstieg in den Zellen. Eine Gruppe konnte zeigen, dass Testosteron 
spezifisch an den intrazellulär lokalisierten ZIP9 binden kann (Bulldan et al. 2017) und die von 
Testosteron induzierten ZIP9-vermittelten nicht-genomischen Effekte in Sertoli- und Keimzellkulturen 
Einfluss auf die Genexpression haben (Shihan et al. 2015; Bulldan et al. 2016a). Nach einer 




chemischen Kastration von Hunden mit einem GnRH-Implantat konnte dieselbe Gruppe eine 
verminderte Expression von ZIP9 zeigen, welche mit verminderten Testosteronkonzentrationen in 
Verbindung gebracht wurde (Bulldan et al. 2016b). Neben Testosteron kann dieser Rezeptor auch 
Estradiol binden (Übersicht bei Thomas et al. 2017). Bisher wurde die ZIP9-Expression und -Wirkung 
in Krebszellkulturen und normalen Sertoli- und Keimzellkulturen untersucht, nicht aber in 
physiologischen Organen. Ein weiterer Rezeptor, der die nicht-genomischen Effekte von Androgenen 
vermittelt, ist der GPRC6A (Übersicht bei Wang et al. 2014). Dieser Rezeptor kann Aminosäuren und 
extrazelluläres Calcium binden. Ein Gprc6a-Knockout führt in männlichen Mäusen zu einer 
testikulären Feminisierung und deswegen wurde der Rezeptor auch auf die Bindung von 
Steroidhormonen hin untersucht (Pi et al. 2010). GPCR6A bindet Testosteron, aber auch andere 
Steroidhormone. Dies wurde in verschiedenen Zellkulturmodellen untersucht. GPCR6A wird in 
Leydigzellen und verschiedenen peripheren Organen exprimiert (Wellendorph et al. 2005); eine 
verminderte Expression in den Leydigzellen führt zu einer reduzierten Testosteronproduktion im 
Hoden. Vermutlich aus diesem Grund zeigten Gprc6a-negative Mäuse kleinere Samenblasendrüsen 
als die Kontrolltiere und ein verlangsamtes Wachstum von Prostatakarzinomen. Toni et al. (2016) 
berichtet von zwei Fällen inaktivierender GPCR6A-Mutationen, die mit gestörter Spermatogenese 
und Kryptorchismus einhergingen. Ein Polymorphismus im GPCR6A wurde des Weiteren mit 
Prostatakarzinomen in Verbindung gebracht.  
Membranassoziierte Progesteronrezeptoren wurden in verschiedenen Organen und Zellen wie Aorta, 
Leber, Gehirn, Brust, Ovar und Spermien nachgewiesen. Während die Aktivierung dieser Rezeptoren 
in Uterus und Darm eine Relaxation der glatten Muskulatur auslöst, kommt es in Brustkrebszelllinien 
zu einer gesteigerten Proliferation (Übersicht bei Gadkar-Sable et al. 2005). Besonders in Spermien 
ist der Effekt von Progesteron gut untersucht. Durch die Bindung von Progesteron an Kationenkanäle 
(sog. CatSper-Kanäle) kommt es zu einem schnellen Calciumeinstrom, der wiederum die 
Hypermotilität der Spermiengeißel im weiblichen Genital hervorruft. Weitere nicht-genomische 
Effekte der Progesteronbindung sind Spermienkapazitation und Akrosomenreaktion. Dieser Effekt 
kann durch Estradiol gehemmt werden (Übersicht bei Gadkar-Sable et al. 2005). Ein erstmals in 
Fischen beschriebener membranständiger Progesteronrezeptor ist der mPRα. Dieser Rezeptor 
kommt vor allem im weiblichen Genitaltrakt vor, wurde aber auch auf Spermien und im Hoden von 
Mensch und Maus nachgewiesen. Die Expression von mPRα auf Spermien war bei hypomotilen 
Spermien verringert (Thomas et al. 2009, Übersicht bei Dressing et al. 2011).  
 




5.3. Mechanismen des transmembranären Transports 
Alle Zellen des Körpers werden von Lipiddoppelmembran umschlossen, die das Innere der Zelle mit 
den im Zytoplasma gelösten Stoffen von dem extrazellulären Milieu trennt. So findet man im 
extrazellulären Milieu z.B. deutlich mehr Natrium- und Chloridionen als im Inneren der Zelle. Im 
Gegensatz dazu ist die Konzentration von Phosphat und Aminosäuren/Proteinen im Inneren der Zelle 
deutlich höher als außerhalb. Durch die semipermeable Biomembran wird ein 
Konzentrationsgradient aufgebaut, der für die verschiedenen Mechanismen des transmembranären 
Transports genutzt werden kann (Abb. 9) (Übersicht bei Guyton and Hall 2006; Constanzo 2010). 
Physiologische Konzentrationsunterschiede sind des Weiteren essentiell für verschiedene biologische 
Vorgänge wie z.B. Erregungsweiterleitung. 
  
Bei der einfachen Diffusion können lipophile Moleküle durch ihre Molekularbewegung durch die 
Zellmembran hindurchtreten. Dabei sind keine Transporterproteine involviert. Bei der erleichterten 
Diffusion sind Kanalproteine vorhanden, die durch die gesamte Zellmembran reichen und die für 
verschiedene Stoffe durchlässig sind. Dieser Transport ist auf das Vorhandensein eines 
Konzentrationsgradienten angewiesen, der die Diffusion antreibt. Sind beide Seiten der 
semipermeablen Membran ausgeglichen, kommt die Diffusion zum Stillstand. Freie Steroidhormone 
können aufgrund ihrer hohen Fettlöslichkeit einfach die Zellmembran passieren und dann intrazellulär 
an Rezeptoren binden. Konjugierte Steroide dagegen zeichnen sich durch eine hohe Wasserlöslichkeit 
aus und können demnach nicht mehr per Diffusion in die Zelle aufgenommen werden. Kleinere 
anorganische Moleküle wie Harnstoff oder auch nur Wasser dagegen sind war auch nicht lipophil, 
können aber durch Kanalproteine in die Zelle aufgenommen werden. Glukose und Aminosäuren 
dagegen sind größer und benötigen Transporterproteine, an die sie binden und die sie durch eine 
Konformationsänderung in das Innere der Zelle hineinlassen. Wie bei der einfachen Diffusion ist auch 
die erleichterte Diffusion ein ungerichteter Vorgang, der in beide Richtungen, je nach anliegendem 
Konzentrationsgradienten, funktioniert. 
Beim aktiven Transport dagegen kann ein Transport entgegen einen Konzentrationsgradient auftreten. 
Dieser Vorgang ist per se energieabhängig. Der aktive Transport erhält außerdem die intra- und 
extrazellulären Ionenkonzentrationen und somit den Konzentrationsgradienten aufrecht. Man 
unterscheidet dabei den aktiven Transport und den sekundär aktiven Transport. Beim aktiven 
Transport wird die benötige Energie direkt durch die Spaltung von ATP gewonnen. Beim sekundär 
aktiven Transport dagegen muss ein durch aktiven Transport ein Ionengradient aufgebaut werden, der 
den sekundär aktiven Transport dann antreibt. Beide Formen des aktiven Transports sind auf 
Membranproteine angewiesen, die die Zellmembran durchlaufen. Die Natrium-Kalium-Pumpe ist ein 




klassisches Beispiel für aktiven Transport, der zeitgleich Natrium nach außen und Kalium nach innen 
transportiert. Beim sekundär aktiven Transport unterscheidet man zwischen Ko-Transportern 
(Symportern) und Antiportern. Ein Ko-Transport von Natriumionen und hydrophilen Molekülen ist der 
vorherrschende Aufnahmemechanismus für sulfatierte Steroidhormone (Übersicht bei Geyer et al. 













Abb.  9 Transmembranäre Transportmechanismen 
A Diffusion und erleichterte Diffusion B sekundär aktiver Transport (Symport und Antiport) C aktiver Transport (Na+/K+-
ATPase und Effluxpumpen) 
 
 
5.4. Uptake carrier und Efflux-Transporter für sulfatierte Steroidhormone 
Für die Aufnahme und auch die Abgabe der hydrophilen sulfatierten Steroidhormone in die Zielzellen 
hinein bzw. aus ihnen hinaus sind spezifische Transportsysteme nötig. Diese Transporter sind 
essentiell für den „sulfatase pathway“ (Abb. 8). Besonders der Transport im Hoden über die Blut-
Hodenschranke hinweg erfordert die Expression von beiden Transportsystemen in den Sertolizellen. 
Mitglieder von zwei Transportersuperfamilien, die Solute Carriers (SLC) und ATP-binding cassette 
transporter (ABC Transporter) sind hier von größter Bedeutung.   
Die Mitglieder der SLC Superfamilie sind Ionen-gekoppelte Sym- oder Antiporter, die sekundär aktive 
Moleküle in das Innere der Zelle transportieren können. Auch Uniporter gehören in diese 
Superfamilie (Petzinger und Geyer 2006). Das HUGO Nomenclature Committee beschreibt im Jahr 
2017 52 verschiedene SLC-Familien mit etwa 395 Genen (http://www.genenames.org/cgi-
bin/genefamilies/set/752). Die ersten Mitglieder der SLC10-Familie waren die beiden Ko-Transporter 




NTCP (Na+-/Taurocholate cotransporting polypeptide; Gen: SLC10A1) in der Leber und ASBT (apical 
sodium-dependent bile transporter; Gen: SLC10A2) in der Dünndarmschleimhaut. Beide sind in den 
enterohepatischen Gallensäurenkreislauf eingebunden (Hagenbuch und Dawson 2004; Geyer et al. 
2006). Bereits früh wurde gezeigt, dass der NTCP auch spezifisch sulfatierte Steroide transportieren 
kann (Schroeder et al. 1998). Weitere Mitglieder der SLC10-Familie wurden beschrieben (SLC10A3-
SLC10A7) und in Hinblick auf ihre Spezies-spezifische Expression hin untersucht (Godoy et al. 2007; 
Fernandes et al. 2007; Geyer et al. 2008; Burger et al. 2011; Schmidt et al. 2015). Den meisten konnte 
aber noch kein spezifisches Substrat zugewiesen werden, weswegen man sie als orphan transporter 
bezeichnet (Geyer et al. 2006). Der Slc10a6 wurde 2004 bei der Ratte und 2007 beim Menschen 
(SLC10A6) von Geyer et al. (2004; 2007) kloniert, beschrieben und als SOAT/Soat (sodium-dependent 
organic anion transporter) bezeichnet. Wie der NTCP und ASBT ist SOAT ein Membranprotein mit 
neun Transmembrandomänen, einem extrazellulären N-Terminus und einem intrazellulären C-
Terminus (Abb. 10A). SOAT/Soat transportiert keine Gallensäuren, aber verschiedene sulfatierte 
Androgene und auch Estrogene. Als weiterer Unterschied zu NTCP und ABST ist SOAT nicht organ- 
bzw. zellspezifisch exprimiert, sondern kommt in verschiedenen Organen vor. Beim Mensch ist 
SLC10A6 vor allem im Hoden exprimiert (Geyer et al. 2004; 2006), bei der Maus kann Slc10a6 zwar 
auch im Hoden, aber vorrangig in der Lunge detektiert werden (Grosser et al. 2013, Publikation #6). 
Neben dem Natrium-abhängigen Transport der SLC10 Familie, gibt es auch Natrium-unabhängige 
Transporter, die Organic Anion Transporting Peptides (OATPs); diese gehören zur SLCO-Familie (das 
„O“ steht hier für die OATPs). Die Mitglieder der Familie zeigen z.T. eine große Spezies- und 
Substratdiversität (Hagenbuch und Meier 2004; Petzinger und Geyer 2006). Im Gegensatz zur SLC10-
Familie zeigen die SLCOs zwölf Transmembrandomänen mit einem extrazellulären N- und C-Terminus 
(Abb. 10B). Bekannt für den Transport von sulfatierten Steroiden sind alle Mitglieder der OATP1-
Familie, der OATP2B- und OATP3A-Subfamilie, der OATP4A1 und der OATP4C1 (Übersicht bei Roth et 
al. 2011). Im Jahr 2005 wurde ein weiterer Natrium-unabhängiger Transporter beschrieben, das 
Organic solute carrier protein (OSCP) (Kobayashi et al. 2005), der in Hoden und Plazenta des 
Menschen exprimiert und als OSCP1 bezeichnet wird. Zwei Jahre später wurde auch in der Maus ein 
Homolog, Oscp1, beschrieben (Kobayashi et al. 2007). OSCP1 und Oscp1 transportieren ebenfalls 
sulfatierte Steroide und zeigen eine vollkommen andere Membranproteinstruktur mit nur drei 
Transmembrandomänen (Abb. 10C).  
Die zweite Transporter-Superfamilie sind die ABC Transporter. Sie sind aktive Transporter 
(Effluxpumpen), die unter Energieverbrauch Moleküle entgegen eines Konzentrationsgradienten aus 
einer Zelle hinaustransportieren können (Borst und Elferink 2002). Beschrieben wurden die ABC 
Transporter erstmals an verschiedenen Blut-Gewebeschranken wie der Blut-Hirnschranke. Hier 
eliminieren die Transporter endo- und exogene Stoffe, die schadhaft für das Gewebe sein können, 




indem sie sie in das Blutgefäß zurück transportieren. Dieses Phänomen wurde auch als multidrug 
resistance bezeichnet. Der erste dieser ABC-Transporter wurde in der Zellmembran von 
Hamsterovarien beschrieben und als P-Glycoprotein (P-gp) oder auch Multidrug-Resistance Carrier 1 
(MDR1, Gen: ABCB1) bezeichnet (Juliano und Ling 1976). Er besteht aus zwei Hälften mit je sechs 
Transmembrandomänen und zwei Nukleotid-Bindungsdomänen, an die das ATP binden kann. Sowohl 
N- als auch C-Terminus sind intrazellulär lokalisiert (Abb. 10D). Weitere Mitglieder der ABC-
Superfamilie wurden beschrieben, wie z.B. die Multidrug resistance related proteins 1-9 (MRP1-9; 
Gene ABCC1-9) und das breast cancer related protein (BCRP; Gen ABCG2) (Übersicht bei Schinkel und 
Jonker 2003). Die Transmembranstruktur der MRPs ist unterschiedlich; während MRP4 und MRP5 
dem MDR1 sehr ähnlich sind, zeigen MRP1-3 eine N-terminale Verlängerung von fünf 
Transmembrandomänen und einen extrazellulären N-Terminus (Abb. 10E). Die Struktur von BCRP ist 
vollkommen anders, weswegen der Transporter auch als „Halb-Transporter“ beschrieben wird. Er 




















Abb.  10  Transmembranäre Transporterproteine für sulfatierte Steroide 
A SOAT, B OATPs, C OSCP1, D MDR1, E MRP1-3, F BCRP  
 




6. Zusammenfassende Ergebnisse und Diskussion 
 
6.1. Das polymorphe CAG-Repeat des Androgenrezeptors und seine Bedeutung für die 
Spermatogenese 
Die Publikationen #1-3 befassen sich mit dem Androgenrezeptor und dem polymorphen CAG-Repeat 
im Exon 1 dieses klassischen Steroidhormonrezeptors. Das CAG-Repeat, welches für eine 
Glutaminkette kodiert, zeigt eine sehr hohe Varianz: Repeatlängen von 9-36 Repeats werden als 
physiologisch bezeichnet, die mittlere Länge des CAG-Repeats liegt bei 21 + 2 Repeats (Quigley et al. 
1995; La Spada et al. 1991). Krankhafte Verlängerungen oder auch Kürzungen des Repeats sind mit 
schwerwiegenden Störungen der allgemeinen Gesundheit, aber auch der Fruchtbarkeit assoziiert. Bei 
der spino-bulbären Muskeldystrophie oder auch Kennedy’s Disease (La Spada et al. 1991; Tanaka et 
al. 1999) findet eine Verlängerung auf über 40 CAGs statt. Neben einem generalisierten 
Muskelschwund, mangelhaftem Muskeltonus und geistiger Retardierung treten bei dieser Krankheit 
auch Hodendystrophie und Infertilität auf. Eine verminderte Transaktivierungseffizienz des AR und 
somit eine verschlechterte Hormonwirkung konnte dafür verantwortlich gemacht werden (Tut et al. 
1997). Eine verminderte Expression der Zielgene führt zu einem sog. Androgeninsensitivitäts-
syndrom, welches in verschiedenen Abstufungen beschrieben wurde. Diese massive Verlängerung 
des CAG-Repeats ist allerdings sehr selten. Viele Studien befassen sich deswegen mit der Hypothese, 
dass auch schon geringgradig verlängerte bzw. verkürzte Repeats und solche an der oberen 
physiologischen Grenze Einfluss auf die Fruchtbarkeit haben können, bzw. bei Patienten mit einer 
Fertilitätsstörung detektiert werden können (Dowsing et al. 1999; Dadze et al. 2000; Mifsud et al. 
2001; Eckardstein et al. 2001; Rajpert-De Meyts et al. 2002; Casella et al. 2003). Die Ergebnisse waren 
sehr unterschiedlich. In einer Meta-Analyse konnte eine leichte positive Korrelation der CAG-
Repeatlänge und der männlichen Infertilität festgestellt werden (Übersicht bei Davis-Dao et al. 2007). 
Neben der gängigen Hypothese, dass eine mangelhafte Androgenwirkung zu Fertilitätsproblemen 
führt, vertreten Huhtaniemi et al. (2009) die Theorie, dass durch den Androgenüberschuss mehr 
Estrogene gebildet werden und diese für eine Infertilität verantwortlich gemacht werden könnten. 
Unsere Arbeiten am CAG-Repeat untersuchten die Theorie, dass ein längeres (oder kürzeres) Repeat 
zu einer veränderten Transaktivierungsfunktion des AR führen kann. In Publikation #1 wurde eine 
Punktmutation im Bereich des CAG-Repeats untersucht, die bei Untersuchungen der CAG-
Repeatlänge in einer Gruppe von 13 Patienten mit nicht-obstruktiver Azoospermie entdeckt wurde. 
Die histologische Untersuchung der Patienten ergab eine totale Keimzellaplasie. Entgegen des 
Standardprotokolls, das eine Bestimmung des CAG in der DNA von Leukozyten beschreibt (Zitzmann 
et al. 2001), wurde in den Arbeiten zu den Publikationen #1 und 2 das Repeat in der Hoden-mRNA 




bestimmt. Mittels laser-assistierter Mikrodissektion (LAM) konnte bei diesen Patienten aus Bouin-
fixiertem Hodenmaterial Keimepithel gewonnen werden, so dass es keine „Kontamination“ mit dem 
AR in Leydigzellen gab. Nach erfolgter mRNA-Extraktion, reverser Transkription und RT-PCR wurde 
das PCR-Produkt mit dem CAG-Repeat in einen Vektor verbracht und das entstandene Plasmid in 
chemisch-kompetenten E. coli-Bakterien (JM109, Promega) vermehrt. Bei einem Patienten konnte 
bei der anschließenden Sequenzierung des Plasmids eine Punktmutation im CAG-Repeat festgestellt 
werden. Der betreffende Patient war 20 Jahre alt und wurde auf Grund einer hypergonadotropen 
Azoospermie zur Hodenbiopsie vorgestellt. Im Universitätsklinikum Münster wurde das CAG-Repeat 
des Mannes aus Leukozyten auf DNA-Ebene auf 22 Repeats bestimmt. In Gießen konnten drei 
verschiedene Klone, die jeweils auf eine Sertolizelle zurückzuführen waren, gewonnen werden. Die 
Sequenzierung dieser Klone zeigte eine Varianz in der Repeatlänge (21, 22 und 23). Dieses Ergebnis 
zeigte zum ersten Mal, dass das Standardprotokoll der CAG-Bestimmung aus der Leukozyten-DNA 
nicht ausreichend ist, um das CAG-Repeat im Hoden korrekt darzustellen. In zwei dieser Klone konnte 
die Punktmutation (212A→G) festgestellt werden. Diese führt zu einem Aminosäureaustausch von 
Glutamin zu Arginin und somit einer ultrastrukturellen Verlängerung des CAG-Repeats von 34Å auf 








Abb.  11 Strukturänderung des CAG-Repeats bei Glutamin→Arginin-Austausch (Publikation #1) 
 
Mit dieser Strukturänderung kann eine Effizienzminderung der Transaktivierungsdomäne des 
Androgenrezeptors einhergehen, was eine mögliche Ursache für die Azoospermie des Patienten sein 
könnte. Zhu et al. (1999) konnten ebenfalls zeigen, dass eine Insertion von zwei Adenosinmolekülen 
in das CAG-Repeat zu einem frame shift und somit zu einem zusätzlichen Stopcodon führt; Männer 
mit dieser Mutation zeigten das Bild eines kompletten AIS mit einen weiblichen Phänotyp. In 




Publikation #2 sollte weiterführend untersucht werden, inwiefern das CAG-Repeat Einfluss auf die 
Expression eines AR-abhängigen Gens (Androgen binding protein, ABP) und die Spermatogenese hat. 
Hier wurde auch die Repeatlänge bei Patienten mit normaler Spermatogenese bestimmt, da 
unterschiedliche Repeatlängen auch bei fertilen Männern zu unterschiedlicher Androgensensitivität 
führen können (Zitzmann 2009). Neben histologisch einheitlichen Hodenbiopsien mit normaler 
Spermatogenese, Spermatogenesearresten und SCO, wurden bei dieser Studie zudem Biopsien mit 
einer bunten Atrophie untersucht. In diesem Probenmaterial findet man neben Tubuli mit intakter 
Spermatogenese auch solche mit SCO oder anderen Spermatogenesestörungen (Sigg 1979, Übersicht 
bei Bergmann und Kliesch 2010). Das CAG-Repeat wurde einmal in der kompletten Biopsie 
(Homogenat) und in mittels LAM gewonnenen Keimepithelien bestimmt. Anders als in Publikation #1 
wurde das CAG-Repeat hier mittels hochauflösender Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) 
ermittelt (Abb. 12).  
 
Abb.  12 Bestimmung des CAG-Repeats mittels PAGE 
(Publikation #2) 
Mittels PAGE konnte bei einem Patienten mit einem SZA 
unterschiedliche CAG-Repeatlängen auf DNA und mRNA 
Ebene in Blut und Hoden nachgewiesen werden. 
1 Blut DNA, 2 Hoden (Homogenat) DNA, 3 Hoden 
(Homogenat) mRNA, 4 Sertolizellen (nach LACP) mRNA, 5 
Interstitium (nach LACP) mRNA 
 
Durch die Verwendung eines 6,5%igen Gels konnten die PCR-Produkte so aufgetrennt werden, dass 
mittels DNA-Marker basierter Eichkurven Repeatunterschiede von 1-2 Repeats gezeigt werden 
konnten. Die CAG-Repeatlänge lag bei allen untersuchten Patientenproben im physiologischen 
Bereich von 18 bis 27 Repeats und war damit unabhängig von Histologie und Spermatogenesestatus. 
Unterschiede von bis zu drei Repeats konnten bei diesen Patienten je nach Quelle (Homogenat, 
mikrodissektiertes Material, DNA/mRNA) festgestellt werden (Abb. 12). Bei Patienten mit einer 
bunten Atrophie der Spermatogenese konnten zwar ebenfalls nur physiologische Repeatlängen (12 
bis 24 Repeats) festgestellt werden, hier konnten aber z.T. deutliche Unterschiede in der Repeatlänge 
von bis zu 11 Repeats zwischen den Tubuli mit Hypospermatogenese und solchen mit SCO oder 
Spermatogenesearrest detektiert werden (Abb. 13). Die quantitative Expression des AR selbst und 
des gewählten AR-Zielgens ABP war unabhängig von der Repeatlänge. Dagegen konnte eine 
statistisch signifikant verminderte Expression von ABP bei Patienten mit gestörter Spermatogenese 
gezeigt werden (Abb. 14). Obwohl kein Zusammenhang zwischen der Spermatogenese und der CAG-
Repeatlänge festgestellt werden konnte, konnte mittels verschiedener Methoden 




(Fragmenlängenanalyse nach Zitzmann et al. 2001, PAGE und Klonierung) gezeigt werden, dass das 
Repeat sowohl innerhalb verschiedener Gewebe und Zelltypen (Blut vs. Hoden, Sertoli- vs. 









Abb.  13  CAG-Repeatlänge in Patienten mit einer bunten Atrophie der Spermatogenese (Publikation #2) 
 
Abb.  14   Relative Genexpression von AR und ABP bei 
Patienten mit normaler und gestörter 




Eine mögliche Erklärung für verschiedene CAG-Repeatlängen in einer Hodenbiopsie ist die 
Entstehung von DNA-Sekundärstrukturen wie Haarnadel- und Loopstrukturen, die bei CG-reichen 
DNA-Abschnitten bereits beschrieben wurden. Diese Sekundärstrukturen können ein Gleiten der 
Polymerase auf dem Leit- bzw. Folgestrang und damit ein vermehrtes Auftreten von Lesefehlern 
verursachen (Shimizu et al. 1996). Die Transfektion von Bakterien mit unterschiedlichen 
Trinukleotiden kann zu einer veränderten Replikation (Bowater et al. 1996; Pearson und Sinden 1996; 
Chastain und Sinden 1998; Pearson und Sinden 1998) und damit zu einer Verlängerung oder 
Verkürzung der Repeats führen (Samadashwily et al. 1997). Letzteres sei auch auf tierische Zellen 
übertragbar; die Repeatunterschiede in unseren Versuchen könnten demnach auf einen 
Polymerasefehler zurückgeführt werden. Bei den Trinukleotiderkrankungen wie der spino-bulbären 
Muskeldystrophie wird auch die Bildung von somatischen, u.a. testikulären, Mosaiken beschrieben 




(Ito et al. 1998; Tanaka et al. 1999; Taylor et al. 1999). Es stellt sich die Frage, ob die Ergebnisse der 
Arbeit zu den Publikationen #1 und #2 durch Polymerase- bzw. Replikationsschwierigkeiten 
beeinflusst wurden. Für alle Untersuchungen der beiden ersten Publikationen wurde eine Taq-
Polymerase von Qiagen mit einem speziellen Puffer für CG-reiche Gene verwendet. Allerdings 
wurden in den Versuchen zur Publikation #1 allein die chemisch-kompetenten JM109 E. coli 
verwendet, bei den Arbeiten zur Publikation # zusätzlich auch die SURE®2 E. coli. Letztere konnten 
im Gegensatz zu den JM109 replizierbare Klonierungs- und Sequenzierergebnisse erzeugen.  
Parallel zu diesen Untersuchungen wurden die Versuche für Publikation #3 durchgeführt. Um den 
Einfluss des physiologischen CAG-Repeats auf die Transaktivierungseffizienz weiter untersuchen zu 
können, wurden AR-Moleküle mit unterschiedlich langem CAG-Repeat in Sertolizellen exprimiert und 
die Expression des androgenabhängigen Zielgens Clusterin bei unterschiedlichen (physiologischen) 
Testosteronkonzentrationen ermittelt. Hierfür wurden insgesamt vier Sertolizelllinien von Maus 
(WL3, SK-11) und Ratte (SCIT-C8, 93RS2) auf die intrinsische Ar-Expression untersucht. Verwendet 
wurden 93RS2-Zellen der Ratte, da diese keinen eigenen Ar exprimierten. Wir transfizierten die 
Zellen mittels Mikroporation mit einem kommerziell erhältlichen full length humanen AR, der 17 
CAG-Repeats beinhaltet. Um den Effekt eines CAG-Repeats am oberen Ende der physiologischen 
Grenze untersuchen zu können, exprimierten wir in einer anderen Zelllinie ein Repeat mit 33 
Repeats. Um die Transfektionseffizienz leicht detektieren zu können, wurde ein GFP-Fragment an den 
AR gebunden; die Effizienz ermittelten wir dann mittels Immunfluoreszenz. Diese drei Zelllinien 
(nicht-transfiziert, 93RS2hAR17, 93RS2hAR33) wurden in Vorversuchen mit verschiedenen 
Testosteronkonzentrationen sowie dem Lösungsmittel Methanol inkubiert. Bei der endgültig 
verwendeten Testosteronkonzentration von 10–7 M  zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in 
der Clusterinexpression (Lang 2017). Um die Genexpressionsunterschiede zwischen den 
verschiedenen Zelllinien globaler darstellen zu können, wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut 
für Mikrobiologie der JLU ein Microarray (Code-Link Rat Whole Genome Assay) durchgeführt. Dabei 
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 93RS2hAR17 und 93RS2hAR33 (nicht 
veröffentliche Daten), aber überraschenderweise Unterschiede zwischen den nicht-transfizierten und 
93RS2hAR17-Zellen. Mittels Microarray identifizierten wir 672 signifikant regulierte Gene (Abb. 15). 
Von diesen waren 200 Gene hoch- und die anderen 472 Gene signifikant herunterreguliert; 142 hoch- 
bzw. 370 herunterregulierte Gene waren annotiert und 124 bzw. 330 Genen konnte eine funktionelle 
DAVID-Kategorie zugewiesen werden. Bei den herunterregulierten Genen konnten die meisten den 
Kategorien Zellentwicklung und -kontakt, Hormonantwort und Energiemetabolismus zugeordnet 
werden.  




Abb.  15   Hierarchische Clusteranalyse der 672 signifikant 
veränderten Gene (Publikation #3) 
Gene sind hier in Säulen (1-3 untransfizierte Zellen, 4-6 
93RS2hAR17-Zellen) und Gene in Reihen dargestellt. Blau 
zeigt eine Down-Regulation, rot dagegen eine Up-Regulation 
von Genen. Der Baum auf der linken Seite reflektiert die 










Die Ergebnisse aus Publikation #3 konnten zwar nicht beleuchten, ob die Transaktivierungseffizienz 
des AR von unterschiedlichen, wenn auch physiologischen, Längen des CAG-Repeats beeinflusst wird, 
aber es konnte gezeigt werden, dass die Transfektion AR-freier Sertolizellen allein zu einer 
Veränderung der Genexpression und zu einer verminderten Sertolizellfunktion führt. Versuche mit 
verschiedenen Testosteronkonzentrationen hätten u. U. zu falsch-positiven oder falsch-negativen 
Ergebnissen geführt. Publikation #3 zeigt deswegen deutlich, dass Transfektionsversuchen in 
Zellkulturen als Negativkontrolle nicht nur die mit Leervektor-transfizierten (mock transfected) Zellen 
erfordern, sondern auch die nicht-transfizierten Zellen. Ein ähnliches Phänomen wurde von Xiao et 
al. (2012) beschrieben. Diese Gruppe konnte zeigen, dass die Cre-Expression in Sertolizellen selbst zu 
einem erhöhten oxidativen Stress in diesen Zellen führte, was die eigentlichen Versuche mit einem 
Amh-Cre-Knockout verfälschte. Aus diesem Grund müssen die Expressionsdaten der untransfizierten 
Zellen immer bei einer Interpretation der Daten mit berücksichtigt werden. 




6.2. Die Expression von Estrogenrezeptor α und β (ERα, Erβ) sowie dem membranständigen 
Estrogenrezeptor GPER30 im humanen Hoden 
Im Fokus von Publikation #4 standen die Estrogenrezeptoren. Estrogene spielen für das hormonelle 
Gleichgewicht des Hodens eine große Rolle, da sie sowohl in Leydig-, Sertoli und auch Keimzellen de 
novo synthetisiert werden können (Carreau und Hess 2010; Carreau et al. 2011; 2012). Zwei nukleäre 
Estrogenrezeptoren sind bekannt, der Estrogenrezeptor α (ERα oder auch ESR1) (Walter et al. 1985) 
und β (ERβ oder ESR2) (Mosselman et al. 1996). Die Lokalisation dieser Rezeptoren wurde von vielen 
verschiedenen Gruppen untersucht, allerdings mit z.T. gravierenden Unterschieden und die 
beschriebenen Expressionsmuster sind sehr variabel. In einzelnen Studien konnte der ERα in keiner 
Zellfraktion des humanen Hodens detektiert werden (Saunders et al. 2001; Mäkinen et al. 2001), 
andere Gruppen zeigten die Estrogenrezeptoren auch in Keimzellen (Lekhkota et al. 2006; Wagner et 
al. 2006; Pentikäinen et al. 2000; Cavaco et al. 2009). Der ERβ wurde im Gegensatz dazu in den 
somatischen Zellen des Hodens und auch in den Keimzellen nachgewiesen (Saunders et al. 2001; 
Mäkinen et al. 2001). Auch der membranständige Estrogenrezeptor GPER wurde bereits in einzelnen 
humanen Keimzellpopulationen nachgewiesen, v.a. aber in Keimzelltumoren (Franco et al. 2011) 
bzw. in reifen Spermien von Mensch und Schwein (Rago et al. 2014). Die Unterschiede in der 
zellulären Lokalisation können auf die Verwendung verschiedener Antikörper mit unterschiedlicher 
Spezifität und die Verwendung einer einzelnen Technik, der Immunhistochemie bzw. 
Immunfluoreszenz, zurückzuführen sein. Ziel der Studie, die zu Publikation #4 führte, war, die 
Expression der ESRs auf zellulärer Ebene im menschlichen Hoden mit verschiedenen 
komplementären Methoden zu untersuchen. Aus diesem Grund wurden sowohl Hodenbiopsien mit 
normaler und gestörter Spermatogenese mittels RT-PCR, quantitativer RT-PCR, in situ Hybridisierung 
(ISH) auf mRNA-Ebene sowie mittels Immunhistochemie (IHC) und Western Blot (WB) auf 
Proteinebene untersucht. Alle ERs konnten in Homogenaten sowie in mittels LAM isolierten 
Keimepithelien (ERα, ERβ, schwach GPER) und/oder Interstitiumsbereichen (GPER) nachgewiesen 
werden (Abb. 16A). Auch bei verschiedenen Spermatogenesestörungen konnte die Expression von 
ERα, ERβ und GPER nachgewiesen werden. Dabei fiel auf, dass die Expression von ERα bei Patienten 
mit Spermatozytenarrest am geringsten war. Dies war auch für ERβ der Fall, nur die Expression von 
GPER dagegen schwankte kaum zwischen den verwendeten Arresten (Abb. 16B). Auch dies lässt auf 
eine Expression von ERα hauptsächlich in Keimzellen, von ERβ in Keim- und Sertolizellen und von 
GPER vorwiegend in interstitiellen Zellen schließen. 
 
 















Abb.  16 Genexpressionsanalyse von ERα, ERβ und GPER im humanen Hoden (Publikation #4) 
A Qualitative RT-PCR zur Detektion von ERα (A), ERβ (B) und GPER (C) bei Patienten mit normaler Spermatogenese (Nsp) 
und SCO. Die humane Brustkrebszelllinie MCF7 diente als Positivkontrolle. Neg Negativkontrolle  
B Quantitative RT-PCR zur Darstellung der relativen Genexpression von ERα (weiß), ERβ (hellgrau) und GPER (dunkelgrau) 
in Hodenbiopsien mit normaler Spermatogenese (Nsp), Spermatozyten- (Sza) und Spermatogonienarrest (Sga). ** 
statistisch signifikanter Unterschied in der Genexpression mit p < 0,01 
  
Durch die Verwendung von Biopsien mit normaler Spermatogenese und SCO sowie die Verwendung 
von Hodenhomogenaten und gepickten Tubulus- und Interstitiumarealen für die mRNA-Detektion 
kann relativ schnell eine Aussage über die Expression in den verschiedenen Zellpopulation des 
Hodens getroffen werden (Abb. 17). 
 
Die tatsächliche zelluläre Lokalisierung erfolgte dann mittels ISH und bestätigte die vorherigen 
Versuche. ERα-mRNA konnte in Spermatogonien und Spermatozyten detektiert werden, was die 
Ergebnisse für Schwein und Mensch bestätigte (Lekhkota et al. 2006; 2007, Kongressbeitrag). Die 
Detektion von ERα auf Proteinebene mittels IHC stellte sich als schwierig heraus. Es wurden sechs 
verschiedene Antikörper getestet, von denen aber nur zwei reproduzierbare, mit den anderen 
Methoden nachvollziehbare Ergebnisse brachten (Ratzenböck 2014). Verwendet wurden dann zwei 
Antikörper, F-10 (Rago et al. 2006; Han et al. 2009; Madak-Erdogan et al. 2011) und HC-20 (Pelletier 
und El-Alfy 2000). Diese detektieren ERα in primären Spermatozyten und frühen runden Spermatiden 
(F-10) bzw. zusätzlich in Sertoli- und interstitiellen Zellen (HC-20) (Abb. 18A, B, F). ERβ konnte in 
primären Spermatozyten und Sertolizellen mittels ISH und in Spermatogonien, Spermatozyten, 




runden Spermatiden und Sertolizellen in der IHC (ERβ503) detektiert werden (Abb. 18C, D). ERβ503 
ist ein polyklonaler Antikörper, der für die Detektion von ERβ in der Prostata der Ratte synthetisiert 
(Saji et al. 2000) und dann auch in humanen Brustkrebszellen eingesetzt wurde (Roger et al. 2001). In 
diesen Veröffentlichungen wurde die Spezifität mittels einer Präinkubation mit rekombinantem ERβ 
gezeigt. Die GPER-Expression wurde nur mittels ISH untersucht und zeigte eine Expression in den 
Leydigzellen und einzelnen Sertolizellen (Abb. 18E). Ein Antikörper stand zur damaligen Zeit nicht zur 
Verfügung. Als Positivkontrolle für die Immunhistochemie wurde die Brustkrebszelllinie MCF-7 
(Michigan Cancer Foundation 7) verwendet, da diese Zellen sehr viel ERα, nur wenig GPER und sehr 
wenig ERβ exprimieren (Filardo et al. 2000). Als Negativkontrolle wurde für beide ERα-Antikörper 
eine Präinkubation mit dem blocking peptide durchgeführt, für den ERβ-Antikörper ERβ503 stand 











Abb.  17 Fließdiagramm zur Untersuchung 
von Genexpression im humanen Hoden 
Darstellung der Genexpressionanalyse mit 
Hilfe von Proben mit normaler 
Spermatogenese und SCO. Verwendet werden 
sowohl Hodenhomogenate als auch mittels 
LAM gewonnene Keimepithel- und 
Interstitiumsbereiche. Die Durchführung einer 
RT-PCR-Analyse mit diesen Proben ermöglicht 
die schnelle, einfache und auch 
kostengünstige Differenzierung der 
Genexpression in den verschiedenen 
testikulären Zellpopulationen. 
grün: vorhandene Expression, rot: keine 



























Abb.  18 Zelluläre Lokalisation von ERα., ERβ und GPER in normaler humaner Spermatogenese mittels ISH und IHC 
(Publikation #4) 
A, B, F  Zelluläre Lokalisation von ERα mRNA (A) und Protein (B, F) in Spermatogonien, Spermatozyten und Spermatiden. 
Einzelne interstitielle Zellen konnten mit einem der beiden ERα-Antikörper ebenfalls gefärbt werden. 
C, D Lokalisation von ERβ mRNA (C) und Protein (D) in Spermatogonien, Spermatozyten, Spermatiden und Sertolizellen 
E GPER mRNA ist in Sertoli- und Leydigzellen exprimiert. 
dicker Pfeil = Spermatogonien, Pfeilspitze = Spermatozyten, dünner Pfeil = Spermatiden, Kreis = Sertolizellen, Doppelkreuz = 
Leydigzellen 





Die Spezifität von Antikörpern sowie die Verwendung von Zelllinien als Positiv- oder auch 
Negativkontrolle werden momentan kontrovers diskutiert. So konnte nach neuesten Erkenntnissen 
ERβ in den MCF-7 Zellen mit validierten Antikörpern nicht mehr nachgewiesen werden (Nelson et al. 
2017). Außerdem testete diese Gruppe acht standardmäßig eingesetzte ERβ-Antikörper auf ihre 
Spezifität und konnte bei dem am häufigsten eingesetzten Antikörper (NCL-ER-BETA) zeigen, dass 
dieser ERβ nicht spezifisch detektiert. In Publikation #4 konnten wir zeigen, wie wichtig es ist, 
verschiedene Methoden miteinander zu kombinieren. Nur so kann ein möglichst komplettes und 
lückenloses Bild der ER-Expression auf mRNA- und Proteinebene gezeigt werden. Zudem haben wir 
die Expression der ERs nicht nur auf die Expression in Zelllinien gestützt, sondern auch eine 
Expressionanalyse auf testikulärer Ebene durchgeführt.  
 
6.3. Expression von Transportern für sulfatierte Steroide im Hoden von Maus und Mensch 
Die Publikationen #5-11 befassten sich dann nicht mehr mit den klassischen Steroidhormonen, 
sondern mit den sulfo-konjugierten Steroiden. Im Rahmen der DFG-Forschergruppe 1369 „Sulfated 
Steroids in Reproduction“ (2010-2016) wurde die Bedeutung und das Vorkommen dieser 
Steroidsulfate und ihrer Transportsysteme untersucht.  
Die Expression von spezifischen Transportsystemen für sulfatierte Steroidhormone ist essentiell für 
die Funktion dieser Moleküle, da sie nicht per Diffusion in die Zielzellen aufgenommen werden 
können. Arbeiten von Geyer et al. beschreiben den Uptake Carrier SOAT (Gen: SLC10A6), der 
spezifisch sulfatierte Steroide wie Estronsulfat, DHEAS und PREGS transportiert (Geyer et al. 2004; 
2006; 2007). Die Expression von SLC10A6 in verschiedenen humanen Organen wurde bei Geyer et al. 
(2007) und in Publikation #5 untersucht. Hier zeigte sich eine sehr hohe Expression im Hoden, aber 
auch eine deutliche Expression in Plazenta, Brust, Pankreas und Lunge. Im Gehirn dagegen konnte 
keine Expression festgestellt werden. Die Expression von SLC10A6 im humanen Hoden scheint die 
Publikationen aus den 1970er Jahren zu unterstützen, in denen bereits eine Synthese von sulfatierten 
Steroiden sowie deren Metabolisierung in den Keimepithelien beschrieben wurde (Payne und Jaffe 
1970; Payne et al. 1971; Payne et al. 1973; Payne und Jaffe 1975). Zusammen mit einer sehr frühen 
Beschreibung der STS im Hoden (Payne et al. 1969) sollte in den Publikationen #5 und 6 die zelluläre 
Lokalisation von SOAT auf mRNA- und Proteinebene beschrieben werden um das Vorhandensein 
eines funktionellen „sulfatase pathway“ (Abb. 8) zu untersuchen. Neben SOAT wurde auch die 
Expression und Lokalisation von drei weiteren, Natrium-unabhängigen Transportern aus der SLCO 
Superfamilie (OATP6A1 (Gen: OATP6A1), OATP1C1 (Gen: OATP1C1) und OSCP1 (Gen: OSCP1)) 




untersucht. Während OATP1C1 nur in sehr geringen Mengen im Hoden exprimiert ist und deswegen 
in der weiteren zellulären Lokalisation nicht mehr weiter untersucht wurde, konnten OATP6A1 und 
OSCP1 ebenfalls im Hoden detektiert werden. Die zelluläre Lokalisation der drei Uptake carrier 
wurde, wie in Abb. 17 beschrieben auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Mit RT-PCR nach LACP 











Abb.  19 Detektion der Uptake carrier SOAT, OATP6A1 und OSCP1 in Keimzellen mittels RT-PCR nach LACP und 
Expressionsanalyse der Transporter bei normaler und gestörter Spermatogenese mittels qRT-PCR (Publikation 
#5) 
  
Für SOAT wurde eine ISH-Sonde generiert, die SLC10A6 in pachytänen Spermatozyten detektierte. 
Die Proteinlokalisation stellte sich wie bei den Estrogenrezeptoren als problematisch heraus, da sehr 
viele verschiedene SOAT-Antikörper auf dem Markt erhältlich waren. Insgesamt wurden sechzehn 
verschiedene, z.T. auch selbst generierte Antikörper verwendet. Keiner dieser Antikörper konnte ein 
spezifisches Färbesignal im Hoden erzeugen, welches mit ISH, RT-PCR und LAM bestätigt werden 
konnte (Wapelhorst 2014). In den Publikationen #5 und 6 wurde dann ein Antikörper verwendet, der 
sich gegen die 16 C-terminalen Aminosäuren des murinen Soat-Proteins (IHC, Soat329-344) bzw. gegen 
den gesamten C-Terminus des humanen SOAT richtete (WB, SOAT311-377), da nur diese Antikörper 
Ergebnisse erzeugten, die mit anderen Methoden bestätigt werden konnten und wiederholbar 
waren. SOAT konnte mit diesem Antikörper stadienspezifisch von zygotänen Spermatozyten (Stadium 
V) bis in runde Spermatiden Step 2 (Stadium II) detektiert werden (Abb. 20). Besonders stark war die 
Färbung in den pachytänen Spermatozyten im Golgifeld. Diese runde bis ovale Struktur liegt neben 




dem Zellkern und stellt die Verschmelzung proakrosomaler Granula aus dem Golgi-Apparat und 
damit die Vorstufe der Akrosomenkappe dar. Die Lokalisation dort konnte mit einer Doppel-



















Abb.  20 Zelluläre Lokalisation von SOAT im humanen Hoden (Publikation #5) 
Mittels IHC an Biopsien mit einer normalen Spermatogenese konnte der Uptake Carrier SOAT von den zygotänen 
Spermatozyten in Stadium V bis hin zu runden Step 2 Spermatiden in Stadium II detektiert werden. Besonders auffallend ist 
die starke Färbung des Golgifelds in den pachytänen Spermatozyten. 
 
 















Abb.  21 Doppelfärbung von SOAT und GOLGIN A2 zeigt die Lokalisation von SOAT im Golgifeld in pachytänen 
Spermatozyten (Publikation #5) 
 
Außerdem wurde SOAT in humanen HEK293-Zellen transfiziert und überexprimiert. In diesen Zellen 
konnte SOAT in der Zellmembran mittels IF detektiert und das Transportspektrum von SOAT noch 
einmal um Estradiolsulfat und Androstendiolsulfat erweitert werden (Arbeiten aus dem Institut für 
Veterinär-Pharmakologie und -Toxikologie). Im Gegensatz zu der dominanten testikulären Expression 
von SOAT beim Mensch, konnte Soat bei der Maus (mSoat) vor allem in der Lunge detektiert werden 
(Publikation #6). Im Hoden konnte mSoat in leptotänen und pachytänen Spermatozyten bis hin zu 
elongierenden Spermatiden nachgewiesen werden. In pachytänen Spermtozyten zeigte sich wieder 
die Färbung im Golgi-Vesikel. Im Gegensatz zu SOAT transportiert mSoat auch PREGS.  
Durch die Lokalisation von SOAT in den Keimzellen konnte die Frage nach einen funktionellen 
„sulfatase pathway“ im Hoden nicht abschließend beantwortet werden, da für den Transport von 
sulfatierten Steroiden aus dem Blut in das Keimepithel die Blut-Hodenschranke und somit die 
Sertolizellen eine essentielle Rolle spielen. Außerdem wurden in den Publikationen #5 und 6 nur 
Uptake Carrier und keine Effluxtransporter untersucht. In den Arbeiten zu Publikation #7 wurden 
deswegen weitere Uptake Carrier (OATP2B1 (Gen: OATP2B1) und OATP3A1 (Gen: OATP3A1)) und 
zum ersten Mal Effluxtransporter (MRP1 (Gen: ABCC1) und MRP4 (Gen: ABCC4)) untersucht. Alle 




diese Transporter wurden bereits in der Literatur im Hoden beschrieben und können sulfatierte 
Steroide, meistens Estronsulfat und/oder DHEAS, transportieren. Diese Transporter sollten vor allem 
im Hinblick auf eine mögliche Expression in den Sertolizellen hin untersucht werden. Neben der 
Verwendung von Hodenbiopsien mit normaler Spermatogenese wurden deswegen auch zwei 
Sertolizelllinien verwendet: FS1-Zellen (mit freundlicher Genehmigung von V. Schumacher, Children’s 
Hospital Boston, Boston, MA, USA) und HSEC-Zellen (Lonza®). OATP2B1 und OATP3A1 konnten in 
Sertoli- und Keimzellen nachgewiesen werden, MRP1 dagegen nur in Sertolizellen. Durch die 
Ausstattung mit Uptake Carriern und Effluxtransportern zusammen mit der ubiquitäten Expression 
von STS konnte erstmals im humanen Hoden ein funktioneller „sulfatase pathway“ beschrieben 











Abb.  22 Möglichkeiten für den sulfatase pathway in Sertolizellen (A) oder Keimzellen (B) 
A Mittels OATPs in die Sertolizelle aufgenommene sulfatierte Steroide werden dort über die Steroidsulfatase (STS, 
Stern) desulfatiert und können dann durch Diffusion (gestrichelter Pfeil) aus der Sertolizelle heraus in die 
Keimzelle transportiert werden. 
B Es besteht auch die Möglichkeit, dass die sulfatierten Steroide durch die Sertolizelle hindurch und aus diesen 
heraus transportiert werden. Im Interzellularraum zwischen Sertoli- und Keimzellen können diese dann wieder 
von Uptake carriern in die Keimzellen aufgenommen werden. Dort ist ebenfalls die STS exprimiert.  
    
Abgeschlossen wurden die Versuche aus den Publikationen #5-7 durch ein Review von Geyer et al. 
(2016, Publikation #8). In diesem wurden die bisherigen Ergebnisse zur Untersuchung der 




sulfatierten Steroide und ihrer biologischen Bedeutung für die Reproduktion aus der ersten 
Förderperiode der DFG-Forschergruppe „Sulfated Steroids in Reproduction“ zusammengestellt.  
 
6.4. Biologische Bedeutung der sulfatierten Steroide und des Transporters SOAT für die 
Reproduktion 
Die Konzentration einiger sulfatierter Steroide wie zum Beispiel DHEAS übersteigt die Konzentration 
der unkonjugierten Steroide im Blut um ein Vielfaches. DHEAS ist deswegen als „Jungbrunnen“ in den 
Fokus der Medizin gerückt und wird vielen Nahrungsergänzungsmitteln hinzugefügt. Die Auswirkung 
dieser künstlichen DHEAS-Quelle auf die Steroidhormonsynthese wurde von Neunzig und Bernhardt 
genauer untersucht (2014). Sie konnten zeigen, dass die Anwesenheit von DHEAS die Effizienz des 
Enzyms CYP11A1 steigert. CYP11A1 ist das erste Enzym in der Steroidogenese, welches aus 
Cholesterol Pregnenolon synthetisiert. Die Anwesenheit von DHEAS steigert die Bindungsaffinität des 
Enzyms an Cholesterol, erhöht die Effizienz des Enzyms um 80% und damit die Menge an 
produziertem Pregnenolon. Im Gegensatz zum Effekt von DHEAS auf CYP11A1 wird die Effizienz von 
CYP17A1 nicht durch die Anwesenheit von DHEAS beeinflusst (Neunzig 2014). Die sulfatierten 
Steroide selbst, zum Beispiel PREGS, sind keine direkten Substrate der steroidogenen Enzyme. So 
kann PREGS von CYP17A1 zu 17-OH-PREGS, aber nicht zu DHEAS metabolisiert werden (Neunzig et al. 
2014). DHEAS kann aber nicht nur Einfluss auf die Steroidogenese nehmen, sondern auch direkt an 
Rezeptoren in Zielzellen des Reproduktionstraktes binden und direkt eine Hormonwirkung entfalten. 
Demnach dienen sie nicht nur als Vorläufermoleküle und lokaler Speicher in den Zellen und dem Blut, 
sondern auch selbst als Hormon. Die Bindung von DHEAS an G-Protein-gekoppelte membranständige 
Rezeptoren von Keimzellen in Kultur löst einen ähnlichen intrazellulären Signaltransduktionsweg aus 
wie die Bindung von freien Androgenen an die Rezeptoren, d.h. es findet eine Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren wie CREB und ATF-1 statt (Shihan et al. 2013). 
Publikation #8 beschreibt neben der Expression von SOAT/Soat im Hoden von Maus und Mensch 
auch die Expression des Transporters in der humanen Plazenta und die Effekte der sulfatierten 
Steroide auf die Follikulogenese sowie den Einfluss der konjugierten Steroidhormone auf die 
Steroidbiosynthese selbst. In der Plazenta dienen sulfatierte Steroidhormone wie DHEAS und 16-
hydroxy-DHEAS (16-OH-DHEAS) aus dem Endometrium als Vorstufen für die plazentäre 
Estrogensynthese im Synzytotrophoblasten. Dies war einer der ersten beschriebenen „sulfatase 
pathways“, dem auch eine Funktion zugeordnet werden konnte und im Rahmen des fetomaternalen 
Kontakts die Hormonproduktion der Plazenta beeinflusst (Kuss 1994). Die Transportsysteme waren 




allerdings unbekannt. Erst durch die Arbeiten von Schweigmann et al. (2014) konnte diese Lücke 
geschlossen und Uptake Carrier wie SOAT und OAT4  lokalisiert werden.  
Durch den Nachweis verschiedener Transporter (SLCs, SLCOs, ABCs) für sulfatierte Steroide sowie der 
Enzyme für Sulfonierung (SULTs) und Desulfonierung (STS) in verschiedenen Zellpopulationen des 
Hodens bei Mensch und Nagern sowie der Plazenta, können die sulfatierten Steroide schon lange 
nicht mehr nur als inaktive Metabolite bezeichnet werden, sondern auch als Vorläufermoleküle für 
freie Steroidhormone (Pasqualini et al. 1989; Labrie 2003; van Luu-The 2013). Zusammen mit der 
Expression von klassischen Steroidrezeptoren im Hoden (Publikationen ##2 und 4) sowie der 
direkten Aktivierung membran-gebundener Rezeptoren durch DHEAS (Papadopoulos et al. 2016) 
haben sulfatierte Steroide im Hoden eine klare biologische Rolle, da sie sowohl para- als auch 
intrakrin wirken können. Für die verschiedenen Steroide (Testosteron, DHT und Estron) wurden sog. 
„front-door“ und „back-door“ Mechanismen beschrieben (van Luu-The 2013) und unter dem Begriff 
„Intrakrinologie“ zusammengefasst. Eine Übersicht der biologischen Bedeutung der sulfatierten 
Steroide kann Publikation #11 entnommen werden. Nachdem in Publikation #7 gezeigt werden 
konnte, dass alle Voraussetzungen für einen „sulfatase pathway“ im Hoden erfüllt sind, sollte dieser 
auch funktionell in der Sertolizelllinie HSEC untersucht werden. Diese Zelllinie exprimiert die im 
Hoden untersuchten Uptake carrier und Effluxtransporter, OATP2B1, OATP3A1 und MRP1 und wurde 
deswegen zu in vitro Transportversuchen verwendet. In einem Transwellsystem wurde ein zwar 
geringer, aber messbarer Transport von DHEAS vom apikalen in das basale Kompartiment 
nachgewiesen. Eine biologische Bedeutung von sulfatierten Steroiden in vivo kann deswegen als 
gesichert angesehen werden. Neben der Verwendung von Proben mit normaler Spermatogenese 
wurden in den Publikationen #5 und #7 auch Spermatogenesestörungen untersucht. Die STS-
Expression war unabhängig vom Spermatogenesestatus, da das Enzym in den interstitiellen 
Leydigzellen hoch exprimiert ist und diese sich bei Spermatogenesestörungen meist nicht in Anzahl 
oder Differenzierungsgrad verändern. Im Gegensatz dazu wurde in Publikation #5 die Expression von 
SLC10A6, OATP6A1 und OSCP1 quantitativ in Proben mit verschiedenen Spermatogenesestörungen 
bis hin zu einem SCO untersucht. Interessant war die verminderte Expression der Transporter in 
Proben mit einer quantitativ verminderten Spermatogenese (SLC10A6) und/oder 
Spermatozytenarresten (SLC10A6, OATP6A1, OSCP1).  
Welche biologische Rolle SOAT/mSoat im Hoden hat, konnte bisher noch nicht abschließend geklärt 
werden. Die Expression von SLC10A6/Slc10a6 im Golgi- Vesikel der pachytänen Spermatozyten und in 
runden Spermatiden (Publikationen ##5 und 6) lässt eine mögliche Funktion von SOAT/mSoat beim 
Transport von Cholesterolsulfat (CS) in die Akrosomenkappe vermuten. Die Anreicherung von CS in 
Hoden und Nebenhoden bzw. die Einlagerung von CS in das Akrosom wurde bereits sehr früh 




beschrieben (Lalumière et al. 1976; Cheetham et al. 1990). Durch diesen Vorgang wird eine vorzeitige 
Kapazitation und Akrosomenreaktion der Spermien verhindert, da CS die Akrosomenmembran 
stabilisiert und die Aktivität des Enzyms Akrosin hemmt (Bleau et al. 1974; Burck und Zimmerman 
1980; Langlais et al. 1981; Roberts 1987). Erst im weiblichen Genitaltrakt wird CS durch die STS-
Aktivität abgespalten und die Akrosomenreaktion kann stattfinden. Außerdem kann CS eine direkte 
Vorstufe für andere sulfatierte Steroide wie PREGS und DHEAS sein und könnte somit in der 
Akrosomenkappe auch als lokales Reservoir für die Steroidhormonsynthese dienen. Um die 
Bedeutung von SOAT/mSoat weiter zu ergründen, wurde im Institut für Veterinärpharmakologie eine 
Slc10a6–/– KO Maus generiert (Publikation #9). Die männlichen Mäuse zeigen eine vollkommen 
normale Spermatogenese mit einer identischen Verteilung der Spermatogenesestadien, 
Hodengewichte und Spermatogenesestörungen bei Wildtyp- und Slc10a6–/–-Mäusen (Abb. 23). Auch 
das Reproduktionsverhalten ist normal, was eine direkte biologische Bedeutung von mSoat für die 
Fertilität auszuschließen scheint. Es ist wahrscheinlich, dass das Fehlen von mSoat durch andere 
Uptake carrier ausgeglichen werden kann. In dieser Studie wurde allerdings zum ersten Mal auch das 
Steroidmetabolom der Mäuse untersucht. Mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS (Galuska et al. 2013; 
Dury et al. 2015; Sánchez-Guijo et al. 2015) wurde im Serum der Slc10a6–/– Mäuse ein Profil für zehn 
freie und 12 sulfatierte Steroide erstellt. Erstaunlicherweise konnten überhaupt nur sehr geringe 
Mengen CS, Kortikosteron und Testosteron detektiert werden. Im Vergleich zu den Wildtypen zeigten 
die Knockout-Mäuse statistisch signifikant höhere CS-Mengen im Serum. Dies könnte auf eine 
verminderte CS-Aufnahme in das Akrosom durch den fehlenden mSoat sprechen. Weitere Effekte 
des Soat-Mangels auf den CS-Stoffwechsel, z.B. in der Haut, müssen noch weiter untersucht werden.  
Zusätzlich zur Untersuchung der SLC10A6-Expression bei gestörter Spermatogenese und der 
Untersuchung mittels Knockout-Mausmodells wurden verschiedene single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) im humanen SOAT-Gen untersucht. Diese SNPs sind in der SNP-Datenbank gesammelt 
dargestellt. Die Plattform des National Center for Biotechnology Information beschreibt 350 
genetische  Varianten des SLC10A6-Gens (Stand: September 2015). Die meisten SNPs im SOAT-Gen 
sind in der nicht-kodierenden Region, aber 148 dieser SNPs liegen in der kodierenden Sequenz. Von 
besonderem Interesse waren die Varianten, die zu einer veränderten Aminosäuresequenz führen. 
Diese werden als „nicht-synonym“ bezeichnet. In Vorversuchen wurden sechs verschiedene, 




























Abb.  23 Histologie des Hodens bei Wildtyp-Mäusen, hetero- und homozygoten Slc10a6–/– Mäusen (Publikation #9) 
 
Von diesen SNPs zeigte nur L204F eine signifikant reduzierte Transportaktivität für DHEAS in 
transfizierten HEK293-Zellen und wurde deswegen in den Arbeiten zu Publikation #10 genauer 




untersucht. Dieser SNP ist direkt in der Bindungstasche des SOAT lokalisiert und stört so 
wahrscheinlich die Substratbindung. Mittels Immunfluoreszenz (IF) und unter Verwendung von zwei 
verschiedenen Antikörpern gegen den extrazellulären N- und den intrazellulären C-Terminus wurde 
die Internalisierung des L204F in die Membran im Vergleich zum Wildtyp-SOAT untersucht. L204F-
SOAT war im Vergleich zum Wildtyp-SOAT in der Zellmembran der HEK293-Zellen vermindert, was 
die geringere Transporteffizienz erklärt (Abb. 24A). Die Hypothese, dass L204F bei Patienten mit 
Hypospermatogenese im Vergleich zur normalen Spermatogenese überrepräsentiert sein könnte, hat 
sich aber nicht bestätigt. Tatsächlich liegt die Häufigkeit eines homozygoten L204F SNP sowohl bei 
normaler Spermtogenese als auch bei Hypospermatogenese bei 4-5% und die eines heterozygoten 
L204F bei 8-10%. Der Großteil aller untersuchten Proben (normale Spermatogenese n=20, 












Abb.  24 Untersuchung des SNP L204F im humanen SLC10A6-Gen (Publikation #10) 
A Eine membranständige Expression von SOAT konnte nur in Wildtyp-, nicht aber in L204F-HEK-Zellen gezeigt 
werden. 
B Die Analyse des L204F-SNP in humanen Hodenbiopsien mit normaler Spermatogenese (NSP) und 
Hypospermatogenese (HYP) zeigte keine Häufung hetero- oder homozygoter SNPs 
 




Neben L204F sind noch viel mehr nicht-synonyme SNPs im SLC10A6-Gen bekannt, von denen einige 
in einer weiterführenden Studie von Bennien et al. (2017) untersucht wurden. Die 148 SNPs in der 
kodierenden Sequenz wurden durch zwei Bioinformatik-Softwares (PolyPhen und SIFT algorithms) 
evaluiert; 24 SNPs wurden als potentiell schädigend eingeschätzt und bei sieben SNPs konnte ein 
frame shift vorhergesagt werden. Von diesen 31 untersuchten SNPs zeigten nur zwei SNPs eine 
ähnliche Transportaktivität wie der Wildtyp-SOAT. Im Gegensatz dazu, zeigten 11 SNPs überhaupt 
keine Transportaktivität für DHEAS. Ähnlich wie L204F lag das bei fünf SNPs (A83V, P107L, G241D, 
G263E und Y308N) ebenfalls an einer reduzierten Expression in der Zellmembran der stabil 
transfizierten HEK293-Zellen. Sechs dieser SNPs konnten direkt in (Q75R, S112F und N113K) oder in 
unmittelbarer Nähe der Natriumionen-Bindungsstelle des SOAT detektiert werden. Bisher wurden 
diese SNPs noch nicht in humanen Proben bzw. bei normaler und gestörter Spermatogenese 
untersucht. Eine mögliche biologische Bedeutung in vivo ist demnach noch unbekannt.  
Zusätzlich zu SOAT/Soat wurden auch andere Transporter für sulfatierte Steroide im Hoden bei 
gestörter Spermatogenese untersucht und es konnte eine verminderte Expression für einzelne OATPs 
bei Spermatogenesearresten gezeigt werden. Während von SOAT verschiedene genetische 
Varianten, die zu einer Beeinflussung der Transportaktivität führen und so kausal mit 
Spermatogenesegestörungen verbunden sein können, bekannt sind, ist das bei OATPs anders. Die 
biologische Bedeutung der OATPs wurde v.a. in Hinblick auf Pharmakokinetik und die Wirkung von 
Pharmaka im normalen und entarteten Gewebe untersucht (Publikation #11). Sowohl OATP2B1 und 
OATP3A1 wurden in Brustkrebsgewebe detektiert (Kindla et al. 2011; Matsumoto et al. 2015). Die 
biologische Bedeutung von Effluxtransportern ist im Gegensatz dazu besser untersucht, da sie als 
Transporter an der Blut-Hirn- sowie auch Blut-Hodenschranke in das Phänomen der 
Arzneimittelresistenz eingebunden sind. Schinkel et al. (1994) generierten z.B. eine Mdr1–/– 
Knockout-Maus, die eine erhöhte Sensitivität gegen Ivermectin und andere Wirkstoffe zeigte, vom 
Reproduktionsphänotyp her aber normal war (Schinkel et al. 1994; Schinkel und Jonker 2003). Auch 
andere Knockout-Mäuse für Abcc1 (Mrp1), Abcc4 (Mrp4) und Abcg2 (Bcrp) zeigen ein weitgehend 
normales Reproduktionsverhalten (Lorico et al. 1997; Wijnholds et al. 1998; Jonker et al. 2002; Zhou 
et al. 2002; Morgan et al. 2012), wobei die Spermatogenese selbst nicht explizit untersucht wurde. 
Wijnholds et al. (1997) konnten zeigen, dass Abcc1 Knockout-Mäuse eine erhöhte Sensitivität 
gegenüber bestimmten Pharmaka aufwiesen. Allerdings waren die homo- und heterozygoten Mäuse 
vollkommen fertil und selbst „umfangreiche histologische Untersuchungen“ konnten keine 
histologischen Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-Mäusen gezeigt werden. In der 
Folgestudie wurde dann allerdings die Spermatogenese der Wildtyp und Mrp1–/– Mäuse nach einer 
Behandlung mit Etopophos, einem Wirkstoff in der Krebstherapie, genauer untersucht (Wijnholds et 




al. 1998). Obwohl in dieser Studie die Mäuse immer noch als fertil bezeichnet werden, konnte gezeigt 
werden, dass die Behandlung mit Etopophos bei Knockout-Mäusen zu einer stärker veränderten 
Hodenhistologie und auch zu gravierenderen Spermatogenesestörungen (Meiosearrest, SCO) führt. 
Bei diesen Tieren konnte außerdem deutlich niedrigere Hormonspiegel für Testosteron, DHEA, 
Estradiol, Androstendion im Hoden ermittelt werden (Sivils et al. 2010). Auch bei einem Abcc4 
Knockout gibt es keine Hinweise auf eine Einschränkung der Reproduktion. Assem et al. (2004) 
beschrieben zwar einen Zusammenhang zwischen Mrp4 und Sult2a1 in der Leber, aber keinen 
Reproduktionsphänotyp. Morgan et al. (2012) konnten zeigen, dass Mrp4 in den Leydigzellen 
exprimiert wird. Bei jungen Tieren mit einem Abcc4 Defekt wurde eine veränderte Spermatogenese 
und reduzierte Testosteronkonzentrationen im Hoden beschrieben; letzteres lag an einer 
verminderten Testosteronproduktion in den Leydigzellen. Ebenso wie Abcc1 Knockout-Mäuse zeigten 
Abcg2 keine Einschränkungen hinsichtlich Wachstum, Lebensspanne etc. (Jonker et al. 2002; Zhou et 
al. 2002). In einer anderen Studie wurde die hodenspezifische Lokalisation von Abcg2 in der Ratte 
genauer untersucht und beschrieben. Qian et al. (2013) konnten zeigen, dass Abcg2 bei der Ratte 
kein klassisches BHS-Protein ist, sondern in den Gefäßendothelien und von den peritubulären 
Myoidzellen exprimiert wird. Eine Lokalisation im basalen Drittel zwischen Sertolizellen konnte nicht 
gezeigt werden, aber eine stadienspezifische Abcg2-Expression im Stadium VIII kurz vor dem sperm 
release im Bereich der apikalen ektoplasmatischen Spezialisierungen. Ein Knockdown von Abcg2 
mittels RNAi führte zu einem Verlust von Adhäsion und Polarität der Spermatiden in den 








7. Nachbemerkungen und Ausblick 
 
Mit den Untersuchungen zur Expression und Lokalisation klassischer und nicht-klassischer 
Steroidhormonrezeptoren sowie deren Transportsystemen im Hoden von Mensch und Tier konnten 
wir einen guten Überblick über die verschiedenen Wirkungswege von freien und konjugierten 
Steroiden gewinnen und die Hypothese eines funktionellen „sulfatase pathway“ im Hoden konnte 
bestätigt werden. Allerdings konnten die Untersuchungen der Publikationen ##1-11 keinen kausalen 
Zusammenhang zwischen den untersuchten Rezeptoren bzw. Transportern und Störungen der 
humanen Spermatogenese aufdecken.  
Nur selten führt eine verminderte bzw. fehlende Expression oder die Variation eines einzelnen Gens 
zu einem Totalausfall der Spermatogenese, da dieser essentielle Prozess vielfach abgesichert ist. Nur 
wenige Gegenbeispiele sind bekannt. Ein Fehlen des Transkriptionsfaktors CREM (cyclic AMP 
responsive element modulator) führt zum Beispiel bei der Maus zu Infertilität (Blendy et al. 1996; 
Nantel et al. 1996) und auch beim Menschen zu einer schwerwiegenden Störung der 
Spermatogenese (Weinbauer et al. 1998; Steger et al. 1999; Blöcher et al. 2003; 2005). Ein weiteres 
Beispiel ist ein konditioneller Knockout von Connexin 43 in Sertolizellen der Maus, der zu einer 
totalen Keimzellaplasie führt (Brehm et al. 2007, Übersicht bei Weider et al. 2011). Eine verminderte 
Expression von Connexin 43 ist beim Menschen ebenfalls mit Infertilität assoziiert und wird als 
Marker für unreife Sertolizellen beschrieben (Defamie et al. 2003), da das Protein eine essentielle 
Komponente der Blut-Hodenschranke ist (Li et al. 2010). Wie die Slc10a6–/– Maus beweist, ist mSoat 
kein für die Spermatogenese essentielles Gen (Publikation #9). Dasselbe gilt für die anderen 
untersuchten Transporter aus den Publikationen #5 und# 7. Wie in Publikation #11 
zusammengefasst wurde, sind im Hoden sehr viele verschiedene Transporter für sulfatierte Steroide 
exprimiert, die den Verlust einzelner Gene ausgleichen können.  
 
7.1. „Neue Steroide“ und ihre biologische Signifikanz  
Neben der Untersuchung von lang bekannten freien und konjugierten Steroiden rücken die „neuen“ 
Steroide und Wirkungsmechanismen dieser Hormone immer mehr in den Fokus der Wissenschaft. 
Von besonderer Bedeutung sind hierbei die bisher unbekannten Substrate bzw. Synthesewege 
bekannter Enzyme. Erschwert werden die Untersuchung dieser neuen Steroide durch starke alters- 
und auch geschlechtsabhängige Schwankungen, sowie verschiedene Wirkungsmechanismen dieser 
Metabolite im Körper über klassische oder membran-ständige Steroidhormonrezeptoren. Durch 
Optimierung der LC-MS/MS im Rahmen der Forschergruppe FOR1369 ist es nun auch möglich, 




verschiedene freie und konjugierte Steroide simultan und auch in verschiedenen Körperflüssigkeiten 
(Serum, Urin, Follikelflüssigkeit), Gewebe und Zellkulturen zu bestimmen (Sánchez-Guijo et al. 2015; 
2016). Auch in einer Übersicht von Marcos und Pozo (2016) wird die LC-MS/MS als Methode der 
Wahl zur Identifikation neuer Steroide beschrieben. 
Neue endogene Steroidhormonmetabolite entstehen durch erweiterte Substratspektren bekannter 
steroidogener Enzyme. So konnten Neunzig et al. (2017) zeigen, dass CYP21A2 nicht nur, wie bisher 
bekannt, Progesteron und 17-OH-Progesteron, sondern auch noch Androstendion und Testosteron 
binden und verstoffwechseln kann. Ein neuer Metabolit (16β-OH-Androstendion, 16β-OH-A4) mit 
androgener Wirkung wurde hier beschrieben und dieser ist, wie A4 alleine auch schon, in der Lage 
den AR zu aktivieren. Außerdem kann 16β-OH-A4 ebenso wie A4 an das Enzym Aromatase (CYP19A1) 
binden und ihr als Substrat dienen. Das dabei entstehende 16βOH-Estron (16β-OH-E) kann allerdings 
nur geringfügig an die ERs binden, verglichen mit den freien Estrogenen Estron und Estradiol. 
Außerdem konnte dieser Metabolit in seiner sulfatierten Form im Urin von Patienten mit einer 11-
Hydroxylasedefizienz festgestellt werden. Eine physiologische Bedeutung von 16β-OH-A4 liegt also 
nahe. Neben den neuen Substraten für CYP21A2, konnten Mosa et al. (2015) auch neue Aktivitäten 
für CYP11A1 zeigen. Neben der „üblichen“ 6β-Hydroxylaseaktivität können durch dieses Enzym auch 
2β- und 6β-OH-DOC, 2β- und 6β-OH-A4, 6β-OH-Testosteron und 16β-OH-DHEA entstehen. Letzteres 
wurde ebenfalls im Urin und Blutplasma von Erwachsenen detektiert. Während junge Erwachsene 
sehr hohe 16β-OH-DHEA Werte haben, sinken diese wieder mit steigendem Alter. Vor allem die 
Nebenniere, aber wahrscheinlich auch die Gonaden produzieren dieses Hormon (Sekihara et al. 
1976). Allerdings kann 16β-OH-DHEA nur in geringen Mengen im humanen Serum nachgewiesen 
werden, da es schnell zu anderen Steroidmetaboliten verstoffwechselt wird (Ke et al. 2016). Der 
sulfatierte Metabolit 16β-OH-DHEAS konnte in fetalen Leberpräparationen nachgewiesen werden 
(Wynne und Renwick 1976). Henríquez et al. (2016) konnten verschiedene physiologische 
Estrogenmetabolite in den Gelbkörpern gesunder Frauen als parakrine Modulatoren der 
Gelbkörperfunktion identifizieren. Besondere Bedeutung können diese neuen Steroidmetabolite für 
verschiedene Krankheiten, wie zum Beispiel dem androgen-unabhängigen (oder Kastrations-
resistenten) Prostatakarzinom (castration-resistent prostata carcinoma, CRPC) haben. Bloem et al. 
(2013) beschreiben in einem Review die Synthese von 11-Hydroxyandrostendion (11-OH-A4) in der 
Nebenniere und dessen Metabolisierung zu klassischen und auch neuen Steroiden in rezeptiven 
Organen durch die Anwesenheit verschiedener Enzyme wie 17β-, 11β-HSD und SRD5α, z.B. auch in 
der Prostata und einer Prostatakarzinomzelllinie (LNCaP). So entstehen verschiedene Metabolite, die 
an den AR binden und auch eine androgene Wirkung entfalten können. 11-Ketodihydrotestosteron 
(11-K-DHT) zum Beispiel hat dieselbe Bindungsaffinität zu AR wie Testosteron und auch die Wirkung 




von 11-K-DHT ist vergleichbar mit Testosteron. Dies kann erklären, warum auch nach einer 
Androgendeprivation das Wachstum der Prostatakarzinomzellen nicht gestoppt werden bzw. der 
Tumor rezidivieren kann. Auch in einem Review von Mostaghel (2014) wird von alternativen 
Wirkungsmechanismen bei CRPC berichtet. Dazu zählen u.a. DHEA(S) aus der Nebenniere als 
klassisches adrenales Steroidhormon sowie auch DOC, 5α-DHDOC, und 11OHA4. Diese können 
ebenfalls den AR aktivieren. Weitere biologische Funktionen dieser bisher „neuen“ Metabolite sind 
noch unklar und auch die Bedeutung für die Reproduktion ist noch nicht untersucht. Die Erweiterung 
des Substratspektrums der LC-MS/MS, wie von Galuska et al. (2013) veröffentlicht, eröffnet jedoch 
vollkommen neue Möglichkeiten. 
Von steigender Bedeutung sind auch exogene Steroidmetabolite, die sogenannten endocrine 
disruptors (EDs). Es handelt sich dabei um hormonartige Substanzen, wie sie zum Beispiel in Pflanzen 
(Phytoestrogene in Mais und Soja) oder auch in der Industrie (Weichmacher in Plastik, 
Pflanzenschutzmittel etc.) vorkommen. Hampl et al. (2014) gaben einen guten Überblick über die 
verschiedenen Wirkmechanismen dieser EDs. Sie können nicht einfach „nur“ an die verschiedenen 
klassischen und auch nicht-klassischen Steroidrezeptoren binden und dort eine genomische oder 
nicht-genomische Zellantwort initiieren, sondern sie können diese Rezeptoren auch für endogene 
Steroide blockieren. Des Weiteren können EDs die Steroidbiosynthese (über CYP19A1, 3β- und 17β-
HSD), den Metabolismus der Steroide (z.B. Hemmung der SULTs) und den Transport der Steroide im 
Körper (z.B. des mitochondrialen Cholesteroltransports durch StAR) beeinflussen und stören.  
 
7.2. Bedeutung neuer Wirkmechanismen für freie und konjugierte Steroide 
Neben den verschiedenen „neuen“ endo- und exogenen Steroidmetaboliten können auch bekannte 
Metabolite wie DHEA(S) und E1S an AR und ERs binden und eine Transaktivierung herbeiführen 
(Bjerregaard-Olesen et al. 2016). Während die Bindung von DHEAS eine aktive STS in den Zellen 
erfordert, kann E1S auch ohne STS binden. An die ERs können beide Hormone ohne Anwesenheit von 
STS binden. Dies unterstützt zum einen die Hypothese des „sulfatase pathway“ in den Zielzellen 
(Publikation ## 5-8), kann aber auch auf nicht-genomische AR-Wirkung bzw. membran-ständige 
Androgenrezeptoren hinweisen. Eine Bindung von DHEAS an membran-ständige ARs mit 
nachfolgender Aktivierung der nicht-genomischen Signalkaskade wurde bei Shihan et al. (2013) 
beschrieben. 
Intensiv untersucht wurden diese neuen Wirkmechanismen für Steroidhormone u.a. im 
Zusammenhang mit dem CRCP. In Reviews von Mostaghel (2014) und Ho und Dehm (2017) wird auf 




die Möglichkeit von AR-Mutationen, Splicingvarianten und Abwandlungen der Co-Aktivator- bzw. Co-
Repressorexpression hingewiesen, die zu einer veränderten Transaktivierungsfähigkeit des AR führen 
können. Vor allem Amplifikationen des AR sind besonders häufig bei CRCP, vermutlich als Anpassung 
auf die Antiandrogentherapie (Übersicht bei Ho und Dehm 2017). Auch eine androgen-unabhängige 
Aktivierung des AR ist möglich und macht vor allem die AF-1 des AR zu einem vielversprechenden 
therapeutischen Ziel (Sadar 2011). Polymorphismen im CAG-Repeat des AR stehen immer noch im 
Fokus des wissenschaftlichen Interesses (Übersicht bei Tirabassi et al. 2015) und es gibt aktuelle 
Studien zur Beteiligung des CAG-Repeats bei peripheren Testosteroneffekten (Khan et al. 2017). Bei 
Patienten mit einem Prostatakarzinom wurde häufig kein verlängertes, sondern ein verkürztes CAG-
Repeat gefunden, welches mit einer gesteigerten Transaktivierungsfähigkeit assoziiert sein soll. 
Außerdem wurde bei diesen Patienten auch ein somatisches Mosaik mit Repeatunterschiede von bis 
zu 11 Repeats in den betroffenen Bereichen der erkrankten Prostata nachgewiesen (Alvarado et al. 
2005). Dasselbe Phänomen wurde auch für die Kennedy’s Disease beschrieben (Ito et al. 1998; 
Tanaka et al. 1999). Auch für die klassichen ERs sind verschiedene Isoformen und trunkierte 
Rezeptorformen bekannt (Publikation #3). Außerdem können klassische Rezeptoren auch in die 
Zellmembran integriert werden und dort direkt über freie (oder auch sulfatierte) Estrogene stimuliert 
werden. Der Effekt ist dann nicht-genomisch und es kommt über eine intrazelluläre Signalkaskade zu 
einem cAMP-Anstieg  (Übersicht bei Luconi et al. 2002; Levin und Hammes 2016).  
Neben den klassischen Steroidhormonrezeptoren rücken immer mehr die membran-ständigen 
Steroidhormonrezeptoren in den Fokus. In Publikation #3 untersuchten wir deswegen nicht nur die 
Expression von ERα und ERβ im humanen Hoden, sondern auch die Expression des G-
Proteingekoppelten Estrogenrezeptors GPER. Die Untersuchung dieser nicht-genomischen 
Wirkungsmechanismen gewinnt v.a. an Bedeutung, wenn es keine Unterschiede bei der Expression 
der klassischen Rezeptoren, z.B. bei Spermatogenesestörungen gibt (Publikation #2). Shihan et al. 
(2014; 2015) konnten zeigen, dass Steroide an die membran-ständigen Rezeptoren Gnα11 und ZIP9 
binden können. Untersucht wurden hier Spermatozyten-ähnliche GC-2 Zellen. Dieselbe 
Arbeitsgruppe konnte in einer Rattensertolizelllinie, die auch schon in Publikation #4 verwendet 
wurde, ebenfalls die Wirkung von DHEAS auf membranständige Rezeptoren und den Effekt auf 
Sertolizell-spezifische Gene wie Claudine beschreiben (Papadopoulos et al. 2016). Diese nicht-
genomischen Signalwege wurden schon früher in Sertolizellen beschrieben (Übersicht bei Walker 
2010). GPER könnte vor allem bei Tieren mit einer sehr hohen testikulären Estrogenproduktion wie 
dem Schwein und dem Hengst eine wichtige Rolle für die Erhaltung der Spermatogenese spielen. Aus 
diesem Grund untersuchen wir zur Zeit die Expression und Lokalisation von GPER und anderen 
membran-ständigen Steroidhormonrezeptoren bei Bullen, Ebern, Hengst und Hunden. Vor allem die 




GPER Lokalisation weicht bei unseren Haussäugetieren von der des Menschen ab (Hartmann et al., in 
Vorbereitung).  
 
7.3. Untersuchung der humanen Spermatogenese – Schwierigkeiten bei Klonierung, Auswahl von 
Antikörpern und Übertragbarkeit von Tiermodellen auf den Mensch 
In den Publikationen #1-10 wurden entweder transfizierte Bakterien (Publikationen ##1-2), tierische 
bzw. humane Zellen (Publikationen ##3-4) oder beides (Publikationen ##5-6, 8 und 10) verwendet. 
In Publikation #9 wurde für die Untersuchung der biologischen Signifikanz von mSoat eine genetisch 
veränderte Maus generiert. Bei den Publikationen ##3 und 5-11 wurden Antikörper gegen die 
Estrogenrezeptoren oder Transporter verwendet. Die Verwendung von Zellkulturen, Tiermodellen 
und auch Antikörpern ist häufig problembehaftet. Beispielhaft sollen hier die Schwierigkeiten bei der 
Untersuchung der klassischen Steroidhormone und das SOAT-Tiermodell erwähnt werden. 
Für die Versuche aus Publikation #1 wurde ein E. coli-Stamm (JM109, Promega) verwendet, um das 
CAG-Repeat verschiedener Patienten zu klonieren und zu sequenzieren. Bei den Versuchen zu 
Publikation #2 zeigte sich, dass diese Bakterien keine verlässlichen, replizierbaren Ergebnisse 
generieren können, so dass noch ein weiterer Bakterienstamm (SURE, Invitrogen) verwendet wurde. 
Auch mit den transfizierten Sertolizellen der Ratte aus Publikation #4 kam es zu Schwierigkeiten, da 
schon zwischen den untransfizierten und einer transfizierten Zelllinie signifikante 
Expressionsunterschiede gezeigt werden konnten. Das deutet darauf hin, dass die Transfektion an 
sich Einfluss auf die Zellen nimmt. Das konnte auch von Xiao et al. (2012) in Cre-transfizierten Zellen 
gezeigt werden.  
Als Positivkontrolle wurden in den Versuchen zur Publikation #3 Brustkrebszellen, MCF-7 und T47D 
Zellen verwendet. Die MCF7-Zellen gelten schon lange als Positivkontrolle für die Expression von ERs. 
Neue Erkenntnisse zeigen allerdings, dass die MCF7-Zellen keinen bzw. kaum ERβ exprimieren 
(Nelson et al. 2017). Diese Ergebnisse konnten wir bestätigen, da die MCF-7 Zellen sowohl im 
Western Blot als auch in der qRT-PCR nur sehr wenig ERβ exprimierten. Insgesamt wurden für die 
Doktorarbeit von C. Ratzenböck (Ratzenböck 2014) sechs verschiedene Antikörper für ERα 
verwendet; nur zwei Antikörper (F-10 und HC-20) zeigten Ergebnisse, die nach Verwendung einer 
spezifischen Positivkontrolle (Nebenhoden, Western Blot), Negativkontrolle (Peptidpräinkubation) 
und nach Absicherung auf molekularbiologischer Ebene (RT-PCR, RT-PCR nach LACP, qRT-PCR) sicher 
als richtig eingestuft werden konnten. Für die Detektion des ERβ wurde ein Antikörper verwendet, 
dessen Spezifität ebenfalls mit verschiedenen Methoden belegt werden konnte. Nelson et al. (2017) 




konnten dagegen zeigen, dass die meisten gegen den ERβ verwendeten Antikörper den 
Estrogenrezeptor dagegen nicht spezifisch detektieren. 
Die Verwendung von Tiermodellen für die Untersuchung der humanen Spermatogenese ist ebenfalls 
problembehaftet, da die Spermatogenese bei allen Spezies eine eigene Kinetik und Stadienverteilung 
zeigt (Clermont 1963, Übersicht bei Russell et al. 1990; Russell 1990; Bergmann und Kliesch 2010). 
Außerdem müssen wir  zwischen einem single-stage arrangement bei Tieren und einem multi-stage 
arrangement beim Menschen unterscheiden. Rückschlüsse von Mausmodellen auf die 
Spermatogenese oder die Entstehung von Infertilität beim Mensch sind demnach nur dann möglich, 
wenn sie parallel an Tier und Mensch durchgeführt werden und sich gegenseitig ergänzen. Im 
Rahmen des deutsch-australischen Graduiertenkollegs (International Research Training Group, IRTG) 
DFG GRK1871 “Molecular Pathogenesis of Male Reproductive Disorders“ werden deshalb in 
Zusammenarbeit zwischen der JLU Gießen und Monash Universtiy Melbourne, Australien in 
komplementären und ergänzenden Versuchen Mausmodelle mit einem Reproduktionsphänotyp und 
die Spermatogenese beim Menschen untersucht. Auch im Rahmen der DFG Forschergruppe FOR1369 
„Sulfated Steroids in Reproduction“ wurden vor der Generierung der Slc10a6–/– Maus umfassende 
Vorversuche zur Slc10a6 Expression in Wildtyp-Mäusen durchgeführt. Beim Mensch konnte eine 
signifikant reduzierte SOAT-Expression bei Spermatogenesestörungen nachgewiesen werden, im 
Mausmodell dagegen nicht. Dass Mausmodell und die Situation im Mensch nicht übereinstimmen 
müssen, konnte schon an verschiedenen Beispielen in  unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, z.B. 
bei der Kif4 Knockout Maus und der Cbe1 Knockout Maus; während diese beiden Mausmodelle 
keinen Reproduktionsphäntotyp zeigten, konnte durchaus eine Beteiligung der Gene an der 
Entstehung von Spermatogenesestörungen beim Menschen nachgewiesen werden (KIF4/Kif4) (Behr 








Fertilitätsstörungen sind ein Problem mit steigender Inzidenz, ca. 15% deutscher Paare sind 
ungewollt kinderlos. In etwa 50% der Fälle ist die Ursache hierfür auf der Seite des Mannes zu suchen 
(male factor infertility). Spermatogenesestörungen wie Arreste, totale Keimzellaplasie oder auch eine 
bunte Atrophie können durch morphologische und z.T. auch molekularbiologische Methoden gut 
untersucht werden - die Gründe für die Spermatogenesestörungen bleiben dennoch bis auf wenige 
Fälle unklar.  
Die Bedeutung von klassichen Steroidhormonen wie Androgenen und Estrogenen für das 
Reproduktionsgeschehen ist gut untersucht, ebenso wie die Aktivierung oder Inhibierung der 
Genexpession durch die klassischen Steroidhormonrezeptoren. Besonders Mutationen, 
Splicingvarianten und Polymorphismen dieser wurden in Hinsicht auf die humane Reproduktion 
intensiv untersucht. Mutationen im Androgenrezeptor können zu einer teilweisen oder auch 
kompletten Insensitivität gegenüber Androgenen und damit zu schwerwiegenden 
Fertilitätsstörungen führen. Eine Beteiligung des polymorphen CAG-Repeats an der Entstehung 
dieser Androgeninsensitivität ist eine Hypothese, die bereits von vielen Arbeitsgruppen mit sehr 
unterschiedlichen Ergebnissen untersucht wurde.  
Neben diesen klassischen Steroidhormonen und ihren Rezeptoren können auch membran-ständige 
Rezeptoren, sowie neue Steroidhormone und deren Metabolite eine Bedeutung für die männliche 
Reproduktion haben. Für Androgene und Estrogene sind verschiedene membran-ständige 
Rezeptoren bekannt, diese sind meistens an G-Proteine gekoppelt und können schnelle, nicht-
genomische Effekte hervorrufen. Während bei klassischen Rezeptoren das Steroidhormon in die Zelle 
gelangen muss, um an den Rezeptor zu binden, können membran-ständige Rezeptoren auch von 
extrazellulär lokalisierten freien Steroiden oder hydrophilen Steroidhormonmetaboliten aktiviert 
werden. Obwohl bereits seit Jahrzehnten bekannt ist, dass konjugierte (v.a. sulfatierte) 
Steroidhormone in großen Mengen im humanen und tierischen Hoden synthetisiert werden, wurde 
ihnen bis vor zehn Jahren keine größere biologische Bedeutung zugewiesen, sondern sie wurden als 
wasserlösliche Exkretionsprodukte  angesehen. Die biologische Bedeutung der sulfatierten Steroide 
als intrazelluläre Speicherform für die Steroidhormonsynthese in verschiedenen Organen wie der 
Plazenta, der Brust und auch dem Hoden konnte allerdings nicht weiter geklärt werden, bis 
spezifische Transporter für diese hydrophilen Moleküle entdeckt wurden. Nur über diese können die 
Steroidsulfate in verschiedene Zielzellen aufgenommen und auch wieder aus diesen Zellen heraus 
transportiert werden. In den Zielgeweben können sulfatierte Steroide über die Aktivität der 





in den Zielgeweben zu einer lokalen Steroidsynthese und zur auto-, para- und intrakrinen Steuerung 
beitragen.  
 
Die vorliegende Habilitationsschrift fasst 11 Publikationen zusammen, die sich mit der Expression und 
Lokalisation von klassischen und membran-ständigen Steroidhormonrezeptoren sowie von 
Transportsystemen für sulfatierte Steroide im humanen und tierischen Hoden befassen. In den zu 
Grunde liegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Länge des polymorphen CAG-
Repeats im humanen Androgenrezeptor nicht mit Spermatogenesestörungen und einer 
verminderten Expression von zwei androgenabhängigen Genen (Androgen binding protein und 
Clusterin) in Verbindung gebracht werden kann. In Arbeiten zu den klassischen und einem membran-
ständigen Estrogenrezeptor(en) wurde die Lokalisation in den Keim-, Sertoli- und Leydigzellen und 
die Bedeutung dieser Rezeptoren in der normalen und gestörten Spermatogenese untersucht.  Die 
verschiedenen Veröffentlichungen zur zellulären Lokalisation konnten durch den Einsatz mehrerer, 
sich ergänzender Methoden von uns zum Teil bestätigt werden. Als gesichert gilt nun die Expression 
der Estrogenrezeptoren in Keim-, Sertoli-, peritubulären Myoid- und Leydigzellen. Ein Großteil der 
Publikationen befasst sich mit der Lokalisation und biologischen Bedeutung von sulfatierten 
Steroidhormonen und ihren Transportsystemen im humanen und murinen Hoden. Durch diese 
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es einen „sulfatase pathway“ im Hoden gibt, da 
verschiedene Uptake Carrier und Effluxtransporter in Keim- und Sertolizellen detektiert werden 
konnten. Durch in vitro Versuche wurde gezeigt, dass ein Transport von sulfatierten Steroiden über 
die Sertolizellen stattfinden kann. Eine biologische Bedeutung der sulfatierten Steroide für die 
männliche Reproduktion ist demnach unstrittig. In weiteren Untersuchungen mit einem Soat-
Knockoutmausmodell und verschiedenen SOAT-Punktmutationen sollte der Einfluss von SOAT auf die 
Entstehung von humanen Spermatogenesestörungen weiter untersucht werden. Bisherige 
Ergebnisse zeigen, dass ein totaler Knockout bzw. verschiedene Punktmutationen nicht kausal für die 
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Im Folgenden wird der Eigenanteil an den elf Publikationen, die Teil dieser Habilitationsschrift sind, 
angegeben. Dabei möchte ich zwischen Idee und Planung (Pla), experimenteller Arbeit (Exp) und der 
Publikation (Pub) differenzieren. Der Eigenanteil wird in Prozent angegeben.  
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Klug, M. Bergmann. Expression pattern of estrogen receptors α and β and G-
protein-coupled estrogen receptor 1 in the human testis. Histochem Cell Biol 
2014 142(4):421-432. 
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Bergmann, J. Geyer.  Membrane transporters for sulfated steroids in the 
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analysis. PLoS One 2013 8(5): e62638 
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the sulfatase pathway in human testis and cultured Sertoli cells. Histochem 
Cell Biol 2016 Dec;146(6):737-748. 
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Sánchez-Guijo, G. Scheiner-Bobis, G. Schuler, M. Shihan, C. Wrenzycki, S.A. 
Wudy, M. Bergmann. The role of sulfated steroid hormones in reproductive 
processes. J Steroid Biochem Mol Biol 2016 Jul 15; pii: S0960-
0760(16)30201-1. 
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10. K. Bakhaus, D. Fietz, S. Kliesch, W. Weidner, M. Bergmann, J. Geyer. The 
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Biochem Mol Biol 2017 Sep 23. pii: S0960-0760(17)30265-0. doi: 
10.1016/j.jsbmb.2017.09.017 
 
25 25 30 
11. D. Fietz. Transporter for sulfated steroid hormones in the testis - expression 
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* gleichwertige Erstautoren    
 
 
Zusätzlich zu den im Anhang aufgelisteten Publikationen habe ich verschiedene Veröffentlichungen 
zum Thema Hodenhistologie oder zur molekularbiologischen Untersuchung von Hodenbiopsien von 
Mensch und Tier angefertigt. 
Der veröffentlichte klinische Fallbericht zu Stumpf et al. (2012) beschreibt die Identifikation von 
gonadalem Gewebe, das mittels Laparoskopie einem kryptorchiden Hengst entnommen wurde. Rein 
morphologisch war eine Identifizierung des veränderten Gewebes nicht mehr sicher möglich und 
auch histologisch konnte keine abschließende Diagnose gestellt werden. Mittels Immunhistochemie 
konnten einzelne Tubulus-artige Strukturen und große, weit verstreute Zellen in Bindegewebe 
gezeigt werden.  Erst durch molekularbiologische Untersuchung des entnommenen Gewebes (RNA-
Extraktion aus formalin-fixiertem und paraffineingebetteten Material, RT-PCR) auf die Expression von 
Star als Leydigzellmarker konnte die definitive Diagnose „Hodengewebe“ gestellt werden. Weitere 
Arbeiten, die die molekularbiologische Untersuchung von Hodenmaterial von Mensch und Tier als 
Grundlage haben sind Günther et al. 2013, Noelke et al. 2015, Klein et al. 2016, Schneider et al. 2016, 
Pleuger et al. 2016 und Pleuger et al. 2017.  
Die Publikation #4 führte zu einer Einladung zu einem Buchkapitel in der Springer Serie Methods in 
Molecular Biology über die Anwendung der in situ Hybridisierung in Hodenbiopsien (Fietz et al. 
2016). In einem Buch zur Endokrinologie und Männlichen Reproduktion wurde ein Kapitel zur 
Funktionellen Anatomie und Histologie des Hodens veröffentlicht (Fietz und Bergmann 2017). 
 




G. Stumpf*, D. Fietz*, J. Ezer*, L.-F. Litzke, M. Bergmann. Identification of gonadal tissue in 
cryptorchid stallion can be improved by molecular biological analysis - a case report. Anat Histol 
Embryol 2012; 41:311-315. 
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knockout of Connexin 43 on Connexin expression in testis and fertility. Transgenic Res 2013; 
22(3):631-641. 
Noelke J, Wistuba J, Damm OS, Fietz D, Gerber J, Gaehle M, Brehm R. A Sertoli cell-specific 
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numbers. Cell Tis Res 2015; 361(2):633-644. 
C. Pleuger, D. Fietz, K. Hartmann, W. Weidner, S. Kliesch, M.K. O’Bryan, A. Dorresteijn, M. Bergmann. 
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Bergmann, H.C. Schuppe. Specific immune cell and cytokine characteristics of human testicular germ 
cell neoplasia. Hum Reprod 2016; Sept. 8 
D. Fietz, M. Bergmann, K. Hartmann. In situ Hybridization of Estrogen receptors α and β and GPER in 
the Human Testis. Methods Mol. Biol. 2016; 1366:189-205. 
S. Schneider, M. Balbach, J. Jikeli, D. Fietz, D. Nettersheim, S. Jostes, R. Schmidt, M. Kressin, M. 
Bergmann, D. Wachten, K. Steger, H. Schorle. Re-visiting the Protamine-2 locus: deletion, but not 
haplosufficiency, renders male mice infertile. Sci Rep 2016 6:36764 
D. Fietz, M. Bergmann. Functional Anatomy and Histology of the Testis. In: Simoni M, Huhtaniemi IT 
(ed) Endocrinology of the testis and male reproduction, 1st edn. Springer 2017, pp 313–341 
C. Pleuger, D. Fietz, K. Hartmann, H.-C. Schuppe, W. Weidner, S. Kliesch, M. Baker, M.K. O’Bryan, M. 
Bergmann. Expression of CBE1 (Ciliated Bronchial Epithelium 1) during Human Spermatogenesis. 
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